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 Encore aujourd'hui, la majorité des analgésiques utilisés en clinique pour le 
traitement des douleurs modérées à sévères ciblent le récepteur opioïdergique mu (MOP). 
Toutefois, l'usage répété d'opiacés s'accompagne de plusieurs effets secondaires, comme la 
constipation, la nausée et la sédation. De plus, il est maintenant bien établi que les 
différents agonistes de MOP n'ont pas tous le même potentiel analgésique autant qu'ils 
n'activent pas tous les mêmes cascades de signalisation à un niveau similaire. Ce dernier 
concept est connu sous l'appellation de sélectivité fonctionnelle. Une meilleure 
compréhension des mécanismes moléculaires menant respectivement à l'effet analgésique 
et aux effets secondaires devrait ainsi permettre de développer de nouveaux candidats 
présentant un effet thérapeutique tout en s'accompagnant de peu d'effets secondaires.  
 La signalisation intracellulaire est habituellement caractérisée via l'utilisation de 
méthodes ne permettant l'analyse que d'un seul paramètre, tels que la mesure de la 
mobilisation du calcium intracellulaire ou encore la production d'AMPc. Or, l'étude de la 
sélectivité fonctionnelle requiert plutôt une approche permettant d'évaluer les réponses 
cellulaires globales suivant l'activation d'un récepteur. Dans cette optique, plusieurs 
biosenseurs sans marqueurs ont récemment été développés afin de répondre à ce besoin. 
 Dans cette étude, nous avons donc utilisé la spectroscopie par résonance des 
plasmons de surface comme approche sans marquage pour étudier la signalisation de MOP 
suivant son activation par la morphine et le DAMGO, deux agonistes présentant des 
propriétés de signalisation nettement distinctes. Plus précisément, trois voies de 
signalisation de MOP ont été ciblées, soit le couplage aux protéines G, l'activation de 
ERK1/2 et l'internalisation du récepteur. Malgré le fait que les signaux SPR de la morphine 
et du DAMGO ne montrent aucune différence notable, les résultats obtenus démontrent que 
la SPR est une technique très sensible pour étudier la signalisation suivant l'activation de 
MOP. À cet effet, nos résultats montrent que les signaux SPR sont initiés par l'activation de 
la protéine Gαi et que les niveaux d'AMPc ainsi que les kinases ERK1/2 contribuent 
grandement au signal SPR. Finalement, nos résultats démontrent que certains antagonistes 
de MOP se comportent plutôt comme des agonistes partiels ou inverses. 
 
Mots clés : récepteur opioïdergique mu, résonance des plasmons de surface, agonistes, 
antagonistes, signalisation, sélectivité fonctionnelle 
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1. INTRODUCTION 
1.1 La douleur 
 
 Selon l'Association internationale sur l'étude de la douleur (IASP), la douleur se 
définit comme étant une expérience sensorielle ou émotionnelle désagréable associée à des 
dommages tissulaires réels ou potentiels, ou décrite en de tels termes. En condition 
physiologique, la douleur joue un rôle très important puisqu'elle envoie un signal d'alerte 
lors d'une atteinte tissulaire (McMahon S.B. and Koltzenburg, 2006). Normalement, cette 
douleur est passagère et se résorbe lorsque les dommages à l'organisme ont été réparés. 
Toutefois, il arrive que ce phénomène persiste et donc cette douleur, qui était saine au 
départ, devient alors pathologique. De façon générale, une douleur persistant au-delà de 
trois à six mois est considérée comme étant de la douleur chronique (Turk, 2011). La 
douleur chronique apparaît maintenant comme un important enjeu socioéconomique. En 
effet, il a été rapporté qu'environ un Canadien sur cinq âgé de plus de 15 ans souffre de 
douleur chronique, ce qui représente près de 4 millions de personnes. L'Association 
canadienne de la douleur chronique rapportait, en 2010, que le coût annuel  relié aux 
traitements médicaux et au manque de productivité était estimé à plus de 10 milliards de 
dollars (Reitsma et al., 2011). Par ailleurs, la douleur chronique affecte grandement la 
qualité de vie des gens qui en souffrent. En effet, dans une étude menée en 2002 par 
Morley-Forster et collaborateurs (Moulin et al., 2002), l'absentéisme au travail moyen était 
de neuf jours par an pour les répondants atteints de douleur chronique et de 16 jours par an 
pour ceux souffrant de douleur sévère. De plus, près de la moitié des répondants de cette 
étude ont affirmé avoir de la difficulté à participer à des événements sociaux et familiaux. 
Cette proportion grimpe à 60 % pour ce qui est des activités récréatives et des activités 
quotidiennes.  
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1.1.1 Le traitement pharmacologique de la douleur 
   
 Plusieurs traitements pharmacologiques sont disponibles pour soulager la douleur. 
Selon l'Organisation mondiale de la santé (OMS), l'utilisation d'anti-inflammatoires non-
stéroïdiens (AINS) est le traitement indiqué pour une douleur légère. Lorsque la douleur 
persiste, les opiacés «faibles», comme la codéine, sont recommandés. Finalement, lorsque 
la douleur continue d'augmenter, l'usage d'un opiacé plus puissant, comme la morphine, est 
recommandé. Par ailleurs, il est également possible de jumeler les traitements énoncés avec 
des molécules adjuvantes, comme les anxiolytiques et les antidépresseurs, dans le but de 
diminuer les troubles de l'humeur associés à la douleur. Plusieurs thérapies non 
pharmacologiques, comme la physiothérapie et l'acupuncture, peuvent également être 
utilisées en combinaison avec l'avenue pharmacologique.  
  
 Malgré tout cet éventail disponible, l'utilisation d'opiacés ciblant le récepteur 
opioïdergique mu (MOP) demeure, encore à ce jour, l'avenue thérapeutique privilégiée en 
milieu hospitalier pour le traitement des douleurs modérées à sévères (Melnikova, 2010). 
La morphine, provenant du Papaver somniferum, est le plus connu d'entre tous, mais depuis 
la découverte de sa structure moléculaire au début du 20e siècle, plusieurs dérivés semi-
synthétiques ou synthétiques ont été développés et étudiés. Par exemple, parmi les 
analogues semi-synthétiques, on retrouve l'oxycodone et la naloxone tandis que dans la 
catégorie des opioïdes synthétiques, on retrouve le fentanyl et la méthadone. Les 
modifications visent principalement la modification du profil pharmacologique en 
comparaison avec la morphine. En effet, la naloxone, malgré une importante analogie de 
structure, est un antagoniste des récepteurs opioïdes qui est utilisé pour le traitement des 
surconsommations d'opiacés. Par ailleurs, le fentanyl est un agoniste 100 fois plus puissant 
que la morphine qui est utilisé pour le traitement de la douleur, en plus d'être utilisé comme 
anesthésique en milieu hospitalier en raison de sa rapide entrée en action et de sa courte 
demi-vie. La méthadone, quant à elle, exerce des propriétés analgésiques similaires à la 
morphine, mais son attrait principal provient de sa très longue demi-vie; c'est pourquoi elle 
est surtout utilisée pour traiter le syndrome de sevrage (Rang, 2007). Par contre, l'utilisation 
répétée d'opioïdes est associée à l'apparition de plusieurs effets secondaires, comme la 
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constipation, la nausée, la sédation, la dépression respiratoire et la tolérance, laquelle est 
caractérisée par la nécessité d'augmenter les doses d'antalgiques afin de maintenir l'effet 
thérapeutique (Cherny et al., 2001). Par ailleurs, dans l'étude de Morley-Forster et 
collaborateurs (Moulin et al., 2002), 55 % des répondants ont reçu une prescription 
autorisant la prise d'un analgésique opioïde et l'intensité des effets secondaires se retrouve 
parmi les causes majeures motivant le changement de thérapie. Bien qu'ils soient 
fréquemment utilisés dans un contexte opératoire, les effets secondaires des opiacés sont 
également reliés à une augmentation du délai de guérison des patients et donc à une prise en 
charge accrue en milieu hospitalier (Marderstein et Delaney, 2008). Les risques de 
dépression respiratoire limitent également l'utilisation des opioïdes dans un contexte post-
opératoire (Dahan, 2007), si bien qu'une forte proportion de patients rapportent avoir reçu 
un traitement inapproprié à leur condition (Bostrom et al., 1997). 
 
 
1.2 Les récepteurs opioïdergiques et leur signalisation 
 
 Il existe trois sous-types de récepteurs opioïdergiques soit les récepteurs mu (MOP), 
delta (DOP) et kappa (KOP), lesquels sont des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés à la protéine G inhibitrice (Gαi). Ces récepteurs sont largement 
distribués au niveau du système nerveux central et remplissent donc plusieurs fonctions 
physiologiques. En effet, outre leur rôle dans l'inhibition de la douleur, les récepteurs 
opioïdes sont notamment également impliqués dans la régulation de la fonction 
cardiovasculaire et respiratoire, dans la régulation de l'humeur et dans les phénomènes de 
dépendance (Mansour et al., 1988). Ainsi, une fois l'agoniste lié au récepteur, se produit un 
changement de conformation du récepteur menant à l'échange du GDP pour un GTP sur la 
sous-unité α. Ceci entraînera la dissociation de la sous-unité α et de l'hétéromère βγ qui 
seront en mesure d'activer leurs effecteurs respectifs (Casey et Gilman, 1988). Comme les 
récepteurs opioïdes sont couplés à Gαi, la sous-unité α activée inhibe l'adénylate cyclase, 
enzyme responsable de la production d'AMPc, entraînant ainsi une baisse des niveaux 
intracellulaires d'AMPc. Cette diminution abaisse entre autre le niveau d'activation de la 
protéine kinase A (PKA) et donc modifie l'état de phosphorylation des substrats de la PKA 
 
 
 10 
en plus de modifier l'expression de certains gènes sous le contrôle de CREB (cAMP 
Response Element-binding protein). De plus, l'activation des récepteurs opioïdes est 
associée à une activation des canaux potassiques de type GIRK (G protein inwardly 
rectifying K+ channels) et à une inhibition des canaux calciques voltage-dépendant (Figure 
1). L'activation de ces voies de signalisation est responsable des effets analgésiques des 
opioïdes, car elle mène à une hyperpolarisation membranaire, et donc à une diminution de 
l'excitabilité électrique, et à une diminution de la relâche de neurotransmetteurs 
pronociceptifs (Williams et al., 2001).  
 
 
 
Figure 1: Signalisation du récepteur opioïdergique mu.  
La stimulation de MOP entraîne l'inhibition de l'adénylate cyclase, résultant en une 
diminution du niveau d'activation de la PKA. De plus, l'activation de MOP module 
positivement les canaux potassiques de type GIRK et inhibe les canaux calciques voltage-
dépendant. Tirée de (Williams et al., 2001). 
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 La phosphorylation des «extracellular signal-regulated kinases», soit les kinases 
ERK1/2, connues également sous l'appellation p42/p44, est également un facteur commun à 
l'activation des récepteurs opioïdes. Par ailleurs, l'internalisation de MOP, bien que ce ne 
soit pas tous les agonistes de MOP qui l'induisent, est aussi une voie de signalisation 
importante (Williams et al., 2001). Comme ces deux dernières voies de signalisation sont 
parties intégrantes de mon projet, elles seront décrites de façon plus approfondie dans les 
sections 1.2.1 et 1.2.2 respectivement. 
 
 
 
1.2.1 La voie des «extracellular signal-regulated kinases» et le récepteur opioïde mu 
 
 D'abord, voici quelques généralités sur les kinases ERK1/2 en elles-mêmes ainsi 
que sur leur activation par les RCPG. Les kinases ERK1/2 sont sérine/thréonine kinases 
membres de la famille des «mitogen-activated protein kinases» (MAPK) qui inclut 
également les kinases p38, les c-Jun kinases et ERK5. Elles ont été identifiées pour la 
première fois comme étant des enzymes activées par une stimulation hormonale utilisant 
les protéines MAP-2 (microtubule-associated protein-2) et MBP (myelin basic protein) 
comme substrats. À ce jour, plusieurs autres fonctions ont été révélées. En effet, les kinases 
ERK1/2 seraient impliquées dans la phosphorylation de certaines kinases, de certains 
récepteurs membranaires, de protéines nucléaires importantes pour la transcription génique, 
et de protéines du cytosquelette impliquées dans la régulation de la morphologie cellulaire. 
Par ailleurs, les kinases ERK1/2 seraient également impliquées dans la différenciation 
cellulaire ainsi que dans la régulation du cycle cellulaire (Robbins et al., 1993).  
  
 L'activation de ERK1/2 nécessite l'implication d'un ensemble, ou module, de trois 
kinases successives (English et al., 1999). La première kinase impliquée dans ce module est 
Raf. Cette dernière est activée par la petite protéine G Ras, qui va la phosphoryler sur 
plusieurs résidus différents. Une fois activée, Raf est en mesure de phosphoryler MEK 
(MAPK/ERK kinase) sur deux résidus, sérine ou thréonine. Finalement, MEK va activer les 
ERK en les phosphorylant sur résidus tyrosine et thréonine (T202 et Y204 pour ERK1 et 
 
 
 12 
T184 et Y186 pour ERK2). Les mécanismes cellulaires menant à l'activation de ERK1/2 
ont d'abord été identifiés suite à la stimulation de récepteurs ayant une activité tyrosine 
kinase intrinsèque, comme le récepteur du EGF (epidermal growth factor). D'abord, suite à 
la liaison du ligand sur son récepteur, il y aura une autophosphorylation du récepteur sur 
résidus tyrosine. Ensuite, des protéines adaptatrices comme Grb2 et Shc, contenant toutes 
les deux un domaine SH2 permettant la liaison sur tyrosine phosphorylée, seront recrutées. 
Puis, la protéine Sos (son of sevenless), ayant une activité GEF (guanine exchange factor), 
sera recrutée et agira comme catalyseur de la réaction d'échange du GDP pour un GTP sur 
la protéine Ras (Cobb et Goldsmith, 1995; English et al., 1999).  
  
 Les mécanismes par lesquels la stimulation d'un récepteur couplé aux protéines G 
parvient à activer ERK1/2 sont, encore à ce jour, mal compris. Concernant les récepteurs 
couplés à Gαq et à Gαi, toutefois, les mécanismes commencent à se préciser (Figure 2). En 
effet, plusieurs évidences montrent que la phosphorylation des kinases ERK1/2 par les 
récepteurs couplés à Gq implique l'activation de son effecteur principal, la phospholipase C 
(PLC), ce qui se traduit par l'activation de la PKC et par une libération de calcium au 
niveau intracellulaire. Une fois activée, la PKC est en mesure de phosphoryler Raf-1 au 
niveau de son domaine d'activation (Kolch et al., 1993), permettant ainsi l'activation du 
module menant à la phosphorylation de ERK1/2. Le calcium peut également agir comme 
second messager et activer la voie de signalisation de ERK1/2. D'une part, le calcium peut 
activer la protéine kinase PYK2, kinase apparentée à la kinase d'adhésion focale (focal 
adhesion kinase; FAK), qui induit ensuite la phosphorylation de Shc et l'assemblage du 
complexe menant à l'activation de Ras (Lev et al., 1995). D'autre part, l'implication du 
complexe calcium/calmoduline, principal moyen par lequel le calcium parvient à réguler 
certaines fonctions cellulaires, via la modulation de ces protéines cibles comme les CaM 
kinases (Enslen et al., 1996), a été suggérée suite à la publication de travaux montrant que 
l'activation de ERK1/2 était abaissée par des inhibiteurs de la calmoduline (Egea et al., 
1998) et de la CaMKII (Eguchi et al., 1996; Wang et Simonson, 1996). 
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 Concernant l'activation de ERK1/2 par la stimulation d'un RCPG couplé à Gαi, des 
multiples mécanismes cellulaires menant à l'activation de ERK1/2 sont également 
possibles. D'une part, plusieurs évidences montrent que cette activation passerait par les 
sous-unités Gβγ et par l'activation subséquente de la PI3Kγ. D'autre part, il a été montré 
que l'utilisation d'un inhibiteur de tyrosine kinase bloque également l'activation de ERK1/2, 
suggérant ainsi l'implication de mécanismes cellulaires similaires à ceux enclenchés par les 
récepteurs à activité tyrosine kinase (Touhara et al., 1995). Ainsi, une surexpression des 
sous-unités Gβγ mène à une augmentation de l'activation de ERK1/2 tandis qu'une 
inhibition de ces mêmes sous-unités diminue la phosphorylation de ERK1/2 (Luttrell et al., 
1997). Les sous-unités Gβγ sont capables d'activer la PI3Kγ (Stoyanov et al., 1995) et 
celle-ci peut lier c-Src (Chan et al., 1990). À son tour, c-Src peut phosphoryler EGFR sur 
des résidus tyrosine qui ne sont pas impliqués dans l'autophosphorylation du récepteur 
(Stover et al., 1995), permettant ainsi la liaison de c-Src et donc à l'EGFR d'agir comme 
protéine d'échafaudage pour le recrutement de la machinerie cellulaire nécessaire à 
l'activation de ERK1/2. 
 
 Les voies Gαi et Gαq peuvent également partager des mécanismes communs pour 
activer ERK1/2 puisqu'elles peuvent toutes deux, respectivement via leur sous-unités Gα et 
Gβγ, activer l'isoforme β de la phospholipase C (Smrcka et Sternweis, 1993) (Figure 2). À 
cet effet, il a été montré, dans un modèle de cellules HEK, que l'activation de ERK1/2 suite 
à une stimulation des récepteurs α2A-AR et α1B-AR, respectivement couplés à Gαi et à 
Gαq, était diminuée par l'inhibition de la PLC-β et par la chélation du calcium (Della Rocca 
et al., 1997).  
 
 
 
 
 14 
 
 Figure 2: Mécanismes cellulaires menant à l'activation de ERK1/2 par les RCPG 
Les RCPGs, selon la protéine G qu'ils activent, utilisent plusieurs voies de signalisation 
différentes pour activer les kinases ERK1/2. Pour ceux qui sont couplés à Gαi, la cascade 
débute essentiellement par le dimère βγ suivi des effecteurs normalement associés à 
l'activation de ERK1/2 par les RTKs pour ultimement conduire à la phosphorylation du 
module Ras/MEK/ERK. Reproduite à partir de Trends in Pharmacological Sciences, Vol. 
22/No. 7, Maria Julia Marinissen and J.Silvio Gutkind, G-protein-coupled receptors and 
signaling networks: emerging paradigms, p.368-376, Copyright (2001), avec la permission 
d'Elsevier. 
  
  
 
 
 
 Plus spécifiquement pour le récepteur MOP, les mécanismes énoncés plus tôt 
semblent être confirmés en ce qui concerne les intermédiaires impliqués dans l'activation de 
ERK1/2 par une stimulation de MOP. En effet, il a été montré que l'activation de ERK par 
un agoniste de MOP est inhibée en présence de PTX (Li et Chang, 1996; Belcheva et al., 
1998) autant que par l'utilisation d'un séquestrant des sous-unités Gβγ (Belcheva et al., 
1998), supportant ainsi l'implication précoce de Gαi et de l'hétéromère βγ dans la cascade 
d'intermédiaires cellulaires menant à l'activation de ERK1/2. En accord avec le modèle 
impliquant la PI3Kγ, des travaux ont également montré que l'inhibition de la PI3K par la 
Wortmannin diminue l'activation de ERK1/2 par un agoniste de MOP (Ai et al., 1999). Par 
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ailleurs, l'activation du EGFR semble également être impliquée puisque l'inhibition de la 
phosphorylation du EGFR par la tyrphostin diminue l'activation de ERK suite à une 
stimulation par un agoniste de MOP (Schulz et al., 2004). La calmoduline pourrait être 
impliquée dans l'activation du EGFR puisqu'il a été montré que l'inhibition de la 
calmoduline bloquait sa phosphorylation et, du même coup, l'activation de ERK1/2 induite 
par un agoniste de MOP dans un modèle de cellules HEK (Belcheva et al., 2001). La 
calmoduline peut directement interagir avec MOP et moduler sa signalisation en inhibant 
son couplage aux protéines G (Wang et al., 1999) tandis que lorsque MOP est lié par un 
agoniste, la calmoduline va se dissocier de MOP et être relocalisée au niveau du 
cytoplasme et du noyau pour moduler l'activité de ces effecteurs (Wang et al., 2000). 
Considérant qu'il ait été rapporté que l'inhibition de la calmoduline entraînait une 
augmentation du clivage des précurseurs membranaires des ligands agonistes du EGFR 
(Dong et Wiley, 2000), un modèle reliant l'activation de MOP, la calmoduline, EGFR et 
ERK1/2 a été proposé (Belcheva et al., 2001). Ce modèle suggère qu'en situation basale la 
calmoduline située à la membrane inhibe les métalloprotéases membranaires responsables 
de ce clivage et donc, bloque la transactivation du EGFR et l'activation de ERK1/2. De fait, 
ce modèle propose également que l'activation de MOP, en causant la relocalisation de la 
calmoduline, va lever l'inhibition des métalloprotéases et donc favoriser la phosphorylation 
du EGFR et l'activation de ERK1/2. La calmoduline activée par la stimulation de MOP peut 
également contribuer à la phosphorylation de ERK1/2 puisque la calmoduline peut 
directement activer Ras (Farnsworth et al., 1995). Des mécanismes dépendants de la 
protéine kinase C seraient aussi impliqués dans la cascade menant à la phosphorylation de 
ERK1/2 puisque l'inhibition de la PKC entrave l'activation de ERK1/2 par un agoniste de 
MOP (Fukuda et al., 1996; Ai et al., 1999).   
 
 Ainsi, il semblerait que l'activation de ERK1/2 suite à une stimulation de MOP 
utilise à la fois des mécanismes de la voie Gαi et de Gαq, tels que l'implication de la PI3Kγ, 
la calmoduline et la PKC.  
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1.2.2 L'internalisation et la régulation de MOP 
 
 Les RCPG permettent la transmission de signaux provenant du milieu 
extracellulaire (hormones, neurotransmetteurs, facteurs de croissance, etc) vers le milieu 
intracellulaire, activant ainsi les voies moléculaires menant aux réponses physiologiques. 
L'exactitude de ces réponses dépend de la régulation spatiale, temporale et cinétique des 
processus impliqués dans la mécanistique des RCPG. Dans ce contexte, l'internalisation des 
RCPG est un mécanisme cellulaire menant à une diminution de récepteurs à la membrane 
plasmique, contribuant ainsi à la désensibilisation et à la resensibilisation du système. Par 
ailleurs, l'internalisation permet également une régulation très précise de l'amplitude et de la 
durée de la réponse (Moore et al., 2007). 
  
 L'internalisation d'un RCPG est un processus survenant en plusieurs étapes, d'abord 
à la membrane cellulaire puis au niveau du cytoplasme. 1) L'internalisation d'un RCPG 
débute par le recrutement des protéines impliquées dans la phosphorylation  du récepteur à 
la suite d'un changement conformationnel induit soit par la liaison du ligand ou soit de 
manière constitutive. 2) Ensuite, le récepteur est phosphorylé par les GRKs (G protein-
coupled receptor kinases), kinases principalement impliquées dans la phosphorylation des 
RCPG, sur résidus sérine ou thréonine. L'implication de cette phosphorylation  dans 
l'internalisation  des RCPG a été montrée pour la première fois suite à la réalisation de 
travaux démontrant qu'une surexpression de GRK2 augmentait l'internalisation de M2R 
suite à la liaison d'un agoniste. À l'inverse, l'expression d'un dominant négatif de GRK2 
inhibait l'internalisation du récepteur (Tsuga et al., 1994). Depuis, l'implication de GRK2 
dans l'internalisation a également été montrée pour plusieurs autres récepteurs, tels que 
β2AR, D2R, AT1AR et CCR5 (Ferguson, 2001). 3) La phosphorylation du récepteur 
augmente l'affinité des arrestines pour le récepteur et ainsi favorise la liaison subséquente 
des arrestines non-visuelles (arrestines 2 et 3, mieux connues sous les noms respectifs de β-
arrestine1 et β-arrestine2). La liaison des arrestines empêche l'interaction entre le récepteur 
et la protéine G hétérotrimérique, en raison de l'encombrement stérique généré par leur 
liaison au récepteur, ce qui constitue la première étape de la désensibilisation du récepteur. 
Par ailleurs, la liaison des arrestines au récepteur phosphorylé induit un changement de 
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conformation au niveau des arrestines, permettant ainsi la liaison de protéines comme la 
clathrine et AP-2 (adapter protein-2) et la relocalisation du complexe récepteur-arrestine 
vers les puits de clathrine (Moore et al., 2007). 4) Finalement, l'endosome précoce formé 
est dirigée vers les endosomes tardifs pour permettre soit le 5) recyclage du récepteur à la 
membrane ou soit la dégradation du récepteur (Fig. 3) (Krupnick et Benovic, 1998). 
 
 L'internalisation de MOP s'effectue par des mécanismes similaires à ceux utilisés 
par β2-AR. En effet, à l'instar du β2-AR, il a été montré que le récepteur opioïde mu est 
phosphorylé par GRK2 de façon préférentielle puisque l'utilisation d'un peptide empêchant 
la translocation membranaire des GRK (Wang, 2000; Li et Wang, 2001) ou l'expression 
d'un dominant négatif de la GRK2 inhibent l'internalisation de MOP. Par ailleurs, il a 
également été montré que MOP s'internalise via une voie β-arrestine 2 dépendante puisque 
l'expression de dominants négatifs de la β-arrestine 2 inhibe l'internalisation de MOP 
(Zhang et al., 1998; Celver et al., 2004). De plus, l'internalisation de MOP nécessite 
l'activité GTPase de la dynamine puisque l'expression d'un dominant négatif de celle-ci 
mène à une diminution de l'internalisation induite par l'étorphine (Claing et al., 2000). 
Après avoir été internalisé, le MOP est recyclé à la membrane pour amorcer un nouveau 
cycle de signalisation (Whistler et al., 2002).  
 
 
 
 
  
Figure 3: Internalisation d'un RCPG  
L'internalisation est un processus cellulaire divisé en plusieurs étapes: 1) Liaison du ligand et recrutement des kinases, 2) 
Phosphorylation du récepteur par la GRK, 3) Liaison des β-arrestines, 4) Assemblage de la vésicule d'endocytose et 5) Triage vers le 
recyclage ou la dégradation. Tirée de (Moore et al., 2007) 
   
 
 
 
 
 Les mécanismes cellulaires et moléculaires menant au développement de la 
tolérance analgésique sont encore mal compris, toutefois plusieurs évidences 
expérimentales supportent l'hypothèse selon laquelle les mécanismes de régulation de MOP 
seraient impliqués dans le développement de cette tolérance. Cette hypothèse repose sur la 
prémisse que l'internalisation et le recyclage de MOP à la membrane, à l'instar du récepteur 
β2-AR, sont nécessaires à la déphosphorylation et à la resensibilisation de MOP (Koch et 
al., 2005). Il est maintenant bien connu que la morphine n'induit que très faiblement 
l'internalisation de MOP, mais parvient tout de même à activer de façon efficace la 
signalisation découlant de son activation, tandis que d'autres ligands, comme le DAMGO, 
sont en mesure d'activer à la fois l'internalisation et la signalisation (Whistler et von 
Zastrow, 1998). Des évidences provenant d'expérimentations animales ont montré que la 
capacité d'induire l'internalisation de MOP était inversement corrélée au degré de tolérance 
induit par un traitement chronique. En effet, il a été montré qu'un traitement chronique de 7 
jours à la morphine suivi d'un bolus de morphine induit davantage de tolérance analgésique 
comparativement à un traitement chronique au sufentanil, au DAMGO, au fentanyl et à 
l'étorphine, suivi d'un bolus du même agoniste (Stevens et Yaksh, 1989; Duttaroy et 
Yoburn, 1995). Afin de pouvoir prédire l'intensité de la tolérance associée à un agoniste de 
MOP, le modèle RAVE (Relative Activity versus Endocytosis) a été développé. Ce modèle 
établit le ratio entre l'efficacité de l'activation de la signalisation et la capacité d'induire 
l'internalisation et donc, plus la valeur du ratio est élevée, plus la tolérance induite par cet 
agoniste sera élevée puisque sa capacité à induire l'internalisation est faible. Des travaux 
ont montré, en utilisant l'activation des canaux GIRK comme mesure d'efficacité agoniste, 
que la morphine avait un ratio environ quatre fois supérieur à celui du DAMGO malgré une 
activité relative similaire à ce dernier, démontrant ainsi la faible capacité de la morphine à 
induire l'internalisation (Whistler et al., 1999). Par ailleurs, il a été montré que la co-
administration de morphine avec des doses non-pharmacologiques de DAMGO et de 
fentanyl, tous deux des agonistes ayant une haute capacité d'induire l'internalisation de 
MOP, diminuait la tolérance à la morphine comparativement à la morphine seule et, de 
manière corrélée, permettait à la morphine d'induire l'internalisation de MOP (He et al., 
2002; Silva-Moreno et al., 2012). Il a également été rapporté chez des souris que 
l'expression par knockin d'un chimère des récepteurs opioïdes mu et delta, qui consistait au 
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remplacement de la portion carboxyl-terminale de MOP par celle de DOP, permettant ainsi 
à la morphine d'activer efficacement l'internalisation (Whistler et al., 1999), diminue la 
tolérance associée à un traitement chronique de morphine comparativement au MOP naïf 
tout en ayant une activité antinociceptive similaire (Kim et al., 2008). De plus, des études 
menées chez des souris invalidées pour le gène de la spinophiline, une protéine 
d'échafaudage neuronale impliquée dans l'internalisation, ont montré une tolérance accrue à 
la morphine chez ces souris comparativement aux souris naïves (Charlton et al., 2008). 
Ainsi, il semblerait que l'internalisation de MOP ait un effet protecteur quant au degré de 
tolérance induite par un traitement répété aux opioïdes.  
  
 Comme les ligands avec une valeur élevée de RAVE, tels que la morphine, ont un 
plus grand potentiel d'induire la tolérance découlant du fait qu'ils stimulent le récepteur sur 
une période de temps anormalement longue, l'activation des mécanismes empêchant ce 
processus, tels que l'internalisation, diminue la tolérance. À cet effet, deux grandes 
interprétations des évidences de la littérature ont été émises pour tenter d'expliquer le rôle 
protecteur de l'internalisation (Berger et Whistler, 2010). D'abord, il a été proposé que les 
agonistes induisant l'internalisation entraînent moins de tolérance parce que l'internalisation 
permet de déphosphoryler le récepteur, le rendant ainsi de nouveau fonctionnel, et de le 
retourner à la membrane, tandis que dans le cas de la morphine, comme elle n'internalise 
pas les récepteurs, ceux-ci s'accumulent dans leur état désensibilisé à la membrane, menant 
ainsi à la tolérance. Deuxièmement, il a été suggéré que l'activation continue de MOP en 
présence de morphine provoque des changements au niveau cellulaire qui sont responsables 
de l'apparition de la tolérance, et qui seraient semblables à ceux impliqués dans la 
dépendance comme l'augmentation des niveaux intracellulaires d'AMPc (Williams et al., 
2001), et que l'internalisation, en limitant l'activation du récepteur, parvient à bloquer le 
développement de la tolérance. 
  
 Toutefois, cette théorie a été vivement réfutée suite à la parution de données 
obtenues par invalidation génique de certaines protéines impliquées dans la régulation de 
MOP montrant que ce serait l'inhibition de l'internalisation, et non pas sa promotion, qui 
entraînerait une diminution de la tolérance induite par un traitement chronique aux 
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opioïdes. En effet, il a été montré que des souris invalidées pour le gène de la β-arrestine 2 
ont une sensibilité accrue à l'action antinociceptive de la morphine (Bohn et al., 1999) alors 
que la tolérance associée à un traitement chronique à la morphine est diminuée (Bohn et al., 
2000). Avec l'objectif de confirmer les résultats comportementaux montrant une diminution 
de la tolérance chez des souris invalidées pour le gène de la β-arrestine 2 (Bohn et al., 
2000), des souris, sauvages ou invalidées pour la β-arrestine2, ont été soumises à un régime 
chronique de morphine et par la suite, des travaux d'électrophysiologie mesurant 
l'activation des canaux GIRK à la suite d'une stimulation de MOP à partir de neurones de 
locus coeruleus isolés ont été réalisés. Dans le cas des souris sauvages, un phénomène de 
tolérance apparaît, visible par le décalage vers la droite de la courbe d'activation des GIRK 
comparativement à la courbe avant le traitement répété de morphine, alors que dans le cas 
des souris invalidées les deux courbes se superposent, témoignant ainsi d'une absence de 
tolérance (Dang et al., 2011). De plus, il a été rapporté, dans un modèle de souris invalidées 
pour le gène de la GRK3, que la tolérance suite à un traitement répété au fentanyl était 
diminuée chez ces souris comparativement aux souris naïves (Terman et al., 2004). Ces 
résultats sont en désaccord avec le mécanisme présenté ci-dessus, puisqu'il est logique de 
présumer que l'invalidation de la β-arrestine 2 inhibe également l'internalisation et cause la 
rétention des récepteurs à la membrane, mais qui cette fois aurait un effet positif sur la 
tolérance. Plusieurs explications ont été proposées pour expliquer pourquoi la délétion de la 
β-arrestine 2 entraîne une diminution de la tolérance. Il avait d'abord été suggéré que cet 
effet pourrait être dû au fait que la β-arrestine 2 soit nécessaire à la désensibilisation de 
MOP et en étant invalidée, cette désensibilisation est levée et la tolérance s'en trouve 
diminuée (Bohn et al., 2000). Toutefois, des travaux ont montré, à la fois sur des neurones 
du locus coeruleus et sur des ganglions de la racine dorsale, que la β-arrestine 2 n'est pas 
nécessaire à la désensibilisation de MOP (Walwyn et al., 2007; Dang et al., 2009). Par la 
suite, il a été rapporté, sur des neurones du locus coeruleus de souris, que le retour de MOP 
à l'état fonctionnel après avoir été désensibilisé n'implique ni la β-arrestine 2 ni la dynamine 
(Dang et al., 2011). Cette étude démontre également qu'en inhibant les protéines impliquées 
dans l'internalisation et la régulation de MOP telles que la dynamine, les GRK et les β-
arrestines, la resensibilisation de MOP est plus rapide, alors que dans un contexte de 
traitement chronique l'inhibition de ces protéines permet de contrecarrer l'accélération de la 
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désensibilisation du récepteur et l'altération des mécanismes de resensibilisation, toutes 
deux induites par le traitement chronique (Dang et Williams, 2004; Quillinan et al., 2011) 
(Figure 4, panneau B). Par ailleurs, il a été montré que l'internalisation n'était pas nécessaire 
à la resensibilisation ni à la déphosphorylation de MOP. En effet, des travaux ont démontré 
que l'inhibition de l'internalisation par la concanavalin A (con A) ne bloquait pas la 
resensibilisation de MOP suite à un traitement avec la méthionine-enképhaline 
(Arttamangkul et al., 2006) alors que Schulz et ses collaborateurs ont montré qu'un 
prétraitement des cellules avec la con A ne modifiait pas la cinétique de déphosphorylation 
de MOP après stimulation au DAMGO (Doll et al., 2011), suggérant que l'internalisation 
n'est pas impliquée dans la déphosphorylation (Figure 4, panneau A).  
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Figure 4: Les mécanismes cellulaires impliqués dans la tolérance 
Panneau A: Le récepteur MOP peut être resensibilisé même si l'internalisation est bloquée. 
Panneau B: Dans un contexte de traitement chronique, la désensibilisation est accélérée 
tandis que la resensibilisation est altérée. L'inhibition des principales protéines impliquées 
dans la régulation de MOP parvient à rétablir les mécanismes permettant le retour à l'état 
fonctionnel de MOP. Reproduite à partir de British Journal of Pharmacology, Vol. 165/No. 
6, Vu C Dang and Macdonald J Christie, Mechanisms of rapid opioid receptor 
desensitization, resensitization and tolerance in brain neurons, p.1704-1716, Copyright 
(2011), avec la permission de John Wiley and Sons.  
 
 
 Ainsi, il semblerait que l'augmentation de la désensibilisation et le ralentissement de 
la resensibilisation soient à l'origine de la tolérance induite par un traitement chronique à la 
morphine. De plus, il semblerait que ce processus implique des changements au niveau de 
la régulation de MOP impliquant les β-arrestines, les GRK et la dynamine, et non pas de 
l'internalisation et du recyclage comme il avait été suggéré préalablement (Dang et al., 
2011).  
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1.2.2.1 L'internalisation de MOP: un facteur clé dans sa signalisation? 
 
 Cette question découle du fait que l'internalisation et les arrestines auraient un rôle 
actif dans l'activation des kinases ERK1/2 suite à la stimulation d'un RCPG. Bien qu'il ait 
été rapporté que les arrestines sont impliquées dans de nombreux processus de 
signalisation, leur rôle le mieux décrit dans la signalisation cellulaire est sans contredit 
l'activation de ERK1/2 (Kendall et Luttrell, 2009). En effet, il a été montré que les β-
arrestines servent de protéines d'échafaudage à l'élaboration d'un complexe protéique formé 
des trois kinases du module des ERK, soit Raf, MEK et ERK (DeFea et al., 2000; Luttrell 
et al., 2001). Dans un premier temps, il a été montré que l'inhibition de l'internalisation 
bloque l'activation de ERK1/2 induite par la stimulation du récepteur β2-AR. Il a même été 
suggéré que ce mécanisme soit partagé par la grande majorité des RCPG (Daaka et al., 
1998). Dès lors, de nombreux autres RCPG ont été étudiés afin de valider cette hypothèse. 
Plusieurs divergences ont été rapportées dans la littérature puisque certaines études 
montrent que l'internalisation est requise pour l'activation de ERK1/2 (Luttrell et al., 1997; 
Vogler et al., 1999) tandis que d'autres supportent le contraire (Budd et al., 1999; Schramm 
et Limbird, 1999).  
 
 Le récepteur MOP a également suscité beaucoup d'intérêt dans ce contexte. Ainsi, 
plusieurs groupes de recherche se sont demandés si, à l'instar de certains autres RCPG, 
l'internalisation pouvait, outre son rôle dans la régulation de MOP, être également 
impliquée dans la signalisation induite suite à sa stimulation. À cet effet, il a été montré 
dans des cellules HEK exprimant le récepteur MOP de rat que l'activation de ERK1/2 
induite par le DAMGO, ligand induisant une forte internalisation de MOP, est inhibée par 
l'expression d'un dominant négatif de la dynamine (K44A) (Ignatova et al., 1999). À 
l'opposé, il a été démontré dans des cellules CHO que l'expression de récepteurs MOP de 
souris tronqués dans leur portion carboxyl-terminale, et donc incapables d'être internalisés, 
n'affectait pas la phosphorylation de ERK1/2 induite par le DAMGO et par l'étorphine, 
également un ligand induisant une importante internalisation de MOP (Trapaidze et al., 
2000). De plus, dans un modèle de cellules C6 exprimant de façon stable le récepteur MOP 
de souris, Kramer et Simon ont démontré que l'inhibition de l'internalisation au moyen de 
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l'hypertonicité en sucrose ou de la con A n'entravait pas la capacité d'activation de ERK1/2 
du DAMGO (Kramer et Simon, 2000). Par ailleurs, il a été rapporté que la stimulation de 
l'internalisation par la surexpression de la dynamine ou des β-arrestines n'augmentait pas la 
phosphorylation de ERK1/2 induite par l'étorphine (Whistler et von Zastrow, 1999). Ainsi, 
ces trois études tendent à montrer que l'internalisation n'est pas nécessaire à l'activation de 
ERK1/2 par un agoniste de MOP. Toutefois, Whistler et von Zastrow ont également 
rapporté que l'expression d'un dominant négatif de la dynamine (K44A) affectait non 
seulement l'activation de ERK1/2 par l'étorphine, mais également celle de la morphine 
(Whistler et von Zastrow, 1999). Comme la morphine n'internalise que très faiblement le 
récepteur MOP, ceci suggère que la dynamine aurait un rôle de signalisation bien distinct 
de son rôle dans l'internalisation et serait impliquée dans l'activation de ERK1/2 par les 
agonistes de MOP.  
 
 Des résultats similaires montrant qu'un même récepteur peut utiliser différents 
mécanismes cellulaires pour activer ERK1/2 ont également été observés pour le récepteur 
AT1 de l'angiotensine II. En effet, il a été rapporté que, dans un modèle de cellules 
hépatiques de rat (C9 hepatocytes) exprimant le récepteur AT1, l'inhibition de 
l'internalisation, par un agent chimique ou par l'expression d'un mutant incapable 
d'internaliser, ne bloquait pas l'activation de ERK par l'angiotensine II (Shah et al., 2002). 
Inversement, il a été montré, dans un modèle de cellules COS-7 exprimant de manière 
transitoire le récepteur AT1a, qu'une stimulation à l'angiotensine II induit une augmentation 
très rapide de l'association entre le récepteur, les β-arrestines, Raf et ERK1/2; des résultats 
de microscopie montrent que ces complexes sont ensuite détectés au niveau des endosomes 
(Luttrell et al., 2001), suggérant ainsi l'implication de l'internalisation dans l'activation de 
ERK1/2. D'une part, ces résultats mettent en évidence le fait que le contexte cellulaire 
semble être un élément à considérer dans l'analyse des réponses observées. D'autre part, il a 
été montré que ces différents mécanismes ont un impact sur les fonctions cellulaires des 
ERK1/2. En effet, il a été montré que la stimulation du récepteur AT1 induit la 
phosphorylation de ERK1/2 à la fois par les voies dépendantes des protéines G et par la 
voie dépendante des β-arrestines (Ahn et al., 2004). Cette étude montre que la cinétique 
d'activation de ERK1/2 par ces deux voies est très différente puisque l'activation par les 
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protéines G est très rapide tandis que celle par la voie dépendante des β-arrestines est plus 
lente, mais aussi plus soutenue dans le temps. De façon corrélée à cette cinétique, il a 
également été montré que l'activation précoce de ERK1/2 mène à leur translocation 
nucléaire tandis qu'à des temps plus tardifs, les ERK1/2 activées demeurent 
cytoplasmiques, suggérant ainsi que l'activation par les protéines G et par les β-arrestines 
mènent respectivement à la localisation nucléaire et cytoplasmique. Cette hypothèse est 
également supportée par le fait que l'invalidation du gène de la β-arrestine 2 inhibe 
complètement la localisation cytoplasmique des ERK1/2 phosphorylées, mais n'a aucun 
impact sur la translocation nucléaire. Récemment, des ligands pour différents RCPG ont été 
développés afin d'exploiter ces propriétés, un phénomène désigné sous le terme sélectivité 
fonctionnelle, qui est  le sujet de la section suivante.        
  
 
1.3 La sélectivité fonctionnelle 
  
 La sélectivité fonctionnelle est définie de la manière suivante, à savoir qu' un ligand 
peut stabiliser une conformation de son récepteur qui lui est spécifique et que cette 
conformation unique peut mener à l'activation préférentielle de certaines voies de 
signalisation associée à ce récepteur, dû à une différence d'efficacité intrinsèque de ce 
ligand pour les différentes voies et non pas à une différence d'affinité (Urban et al., 2007). 
Les cas les plus probants de la sélectivité fonctionnelle sont ceux montrant un reversement 
de la puissance, visible lorsque deux ligands sont comparés sur deux essais dans un même 
contexte cellulaire, et ceux montrant un renversement de l'efficacité, visible lorsque qu'un 
ligand affecte deux voies de signalisation dans des directions opposées (Appleton et 
Luttrell, 2013).  
  
 Les premières évidences cellulaires supportant l'hypothèse de la sélectivité 
fonctionnelle proviennent de travaux portant sur la caractérisation de ligands pour les 
récepteurs dopaminergiques. Ces travaux ont montré que la dihydrexidine (DHX) et la N-n-
propyl-dihydrexidine, tous deux étant des agonistes du récepteur dopaminergique D2 
(Mottola et al., 1992), sont en mesure d'inhiber l'adénylate cyclase et la libération de 
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prolactine à partir d'homogénats de striatum de rat, deux indicateurs du caractère agoniste 
pour le récepteur D2. Toutefois, ils agissent comme antagonistes des récepteurs D2 
présynaptiques (autorécepteurs). En effet, ils n'ont aucun effet sur la régulation de la 
synthèse et de la relâche de dopamine, contrairement à la dopamine (Mottola et al., 2002). 
Ces observations sont par conséquent en opposition à la théorie de l'occupation des 
récepteurs stipulant que les réponses d'activation des différentes voies de signalisation 
intracellulaire déclenchées par la stimulation du récepteur corrèlent les unes aux autres et 
seront proportionnelles à l'efficacité intrinsèque de l'agoniste (Urban et al., 2007). Plusieurs 
groupes de recherche se sont ensuite intéressés à comprendre les fondements moléculaires 
de la sélectivité fonctionnelle. Ces travaux ont permis de démontrer que les bases de la 
sélectivité fonctionnelle associée à plusieurs RCPG proviennent du fait que les ligands, en 
fonction de leurs structures chimiques respectives, peuvent stabiliser différentes 
conformations des récepteurs. De telles évidences ont, entre autres, été montrés pour les 
récepteurs β2-AR (Swaminath et al., 2005; Yao et al., 2006; Granier et al., 2007), α2A-AR 
(Zurn et al., 2009), M1R, M3R et M5R (Ziegler et al., 2011) et CB1R (Georgieva et al., 
2008). Ces résultats ont pu être directement corrélés à des résultats fonctionnels. En effet, 
une étude menée par Reiner et ses collaborateurs (Reiner et al., 2010) a montré que la 
norépinéphrine et l'épinéphrine, tous deux étant des ligands endogènes de β2-AR, induisent 
des changements conformationnels différents et possèdent des propriétés de signalisation 
distinctes.  
  
 Bien que la sélectivité fonctionnelle d'un ligand pour son récepteur puisse être 
établie à partir de plusieurs paramètres de signalisation, les deux grandes voies 
actuellement à l'étude en ce qui a trait à la sélectivité fonctionnelle sont les voies 
dépendantes des protéines G et celles dépendantes des β-arrestines, et donc indépendantes 
des protéines G. Afin de mieux comprendre et distinguer l'implication physiologique de ces 
voies de signalisation, plusieurs ligands activant de manière préférentielle les β-arrestines 
ont été identifiés. L'un des plus connus d'entre eux est le [Sar1, Ile4, Ile8]-Ang II (SII), 
lequel est un analogue peptidique de l'angiotensine II. L'implication physiologique de 
l'activation sélective de la signalisation dépendante des β-arrestines par le SII a été validée 
dans un modèle in vitro de culture primaire de cardiomyocytes provenant de souris 
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(Rajagopal et al., 2006). Cette étude montre que l'activation des β-arrestines est suffisante 
pour que le récepteur AT1A puisse réguler efficacement la contractilité des cardiomyocytes. 
Une validation dans un modèle in vivo a ensuite été réalisée avec un analogue du SII, soit 
le TRV120027. D'abord, ces travaux montrent qu'à l'instar du SII, le TRV120027 induit 
également une augmentation de la contractilité de cardiomyocytes isolés de souris. De 
manière intéressante, les résultats in vivo montrent que le TRV120027 inhibe l'effet 
hypertenseur de l'angiotensine II tout en augmentant la performance cardiaque (Violin et 
al., 2010). Des effets bénéfiques reliés à l'activation préférentielle des β-arrestines ont aussi 
été observés pour les récepteurs β1/β2-AR (Noma et al., 2007; Erickson et al., 2013) et 
PTHR (Gesty-Palmer et al., 2009). 
 
 À l'inverse, l'activation préférentielle des voies de signalisation dépendantes des 
protéines G peut également apporter des avantages thérapeutiques. C'est notamment le cas 
pour le récepteur GPR109A, ce dernier étant le récepteur de l'acide nicotinique, aussi connu 
sous le nom niacine ou vitamine B3. La niacine est principalement utilisée dans un contexte 
thérapeutique pour diminuer les niveaux sanguins de triglycérides. Toutefois, son 
utilisation s'accompagne également d'une importante vasodilatation cutanée, ce qui est la 
cause principale de l'arrêt du traitement (Pike, 2005). Des travaux utilisant des souris 
invalidées pour les gènes des β-arrestines ont montré que la vasodilatation cutanée était 
fortement inhibée chez les animaux invalidés pour la β-arrestine 1 tandis que l'effet 
bénéfique sur les lipides était toujours présent chez ces mêmes animaux, suggérant ainsi 
que l'effet indésirable est associé aux β-arrestines, contrairement aux effets bénéfiques 
(Walters et al., 2009). Ces données ont ensuite été confirmées par des travaux montrant que 
le MK-0354, un agoniste partiel du récepteur GPR109A, biaisé vers les protéines G, 
induisait une diminution importante des triglycérides sanguins, mais n'entraînait aucune 
vasodilatation cutanée (Semple et al., 2008). Par ailleurs, de tels ligands existent également 
pour le récepteur dopaminergique D2. En effet, il s'avère que plusieurs antipsychotiques 
utilisés en clinique sont des agonistes partiels pour l'activation des protéines G, mais 
agissent comme antagonistes vis-à-vis de l'activation des β-arrestines (Masri et al., 2008). 
Beaucoup d'attention est également portée sur le récepteur MOP, car plusieurs évidences 
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d'une sélectivité fonctionnelle ont été observées. Ces évidences sont présentées dans la 
section suivante.   
 
   
1.3.1 La sélectivité fonctionnelle associée au récepteur MOP 
 
 À la suite de la publication des travaux montrant que l'invalidation des β-arrestines 
augmentait le potentiel analgésique de la morphine (Bohn et al., 1999) tout en diminuant le 
développement de la tolérance (Bohn et al., 2000) et ceux montrant que cette même 
invalidation diminuait l'apparition des effets secondaires normalement associés à MOP 
comme la constipation et la dépression respiratoire (Raehal et al., 2005), il a été proposé 
que les β-arrestines agiraient comme modulateur négatif de l'analgésie tout en étant un 
modulateur positif des effets indésirables. Ainsi, l'intérêt de développer des ligands activant 
de manière préférentielle la signalisation de MOP dépendante des protéines G a rapidement 
gagné en importance. Dans cette optique, deux ligands se sont démarqués, soit l'herkinorin 
et le TRV130.  
  
 L'herkinorin est un analogue de la salvinorin A, provenant de la plante Salvia 
divinorum et principalement connue comme étant un agoniste sélectif de KOP. Les travaux 
visant la caractérisation pharmacologique in vitro ont d'abord montré que l'herkinorin 
présente un ratio de sélectivité de 10 envers MOP comparativement à KOP (Harding et al., 
2005) et ensuite, que l'herkinorin et le DAMGO ont un profil similaire en ce qui a trait à 
l'activation des kinases ERK1/2 et que cette activation est indépendante des arrestines. De 
plus, ces travaux ont également démontré que l'herkinorin est incapable de provoquer le 
recrutement des β-arrestines au récepteur et ce, même dans un contexte de surexpression de 
la GRK2, condition dans laquelle la morphine est capable de recruter les β-arrestines 
(Zhang et al., 1998). Les mêmes constatations ont pu être faites lorsque les auteurs ont 
directement étudié l'internalisation de MOP (Groer et al., 2007). Des études in vivo, dans 
un modèle de douleur tonique induite par la formaline chez le rat, ont ensuite été menées 
afin de valider l'indication de l'herkinorin (Lamb et al., 2012). La douleur induite par la 
formaline peut être divisée en trois phases: d'abord, la phase aigue, caractérisée par un pic 
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intense de douleur, suivie de l'interphase, caractérisée par une diminution de la douleur 
suite à l'activation des systèmes inhibiteurs endogènes et finalement, de la phase 
inflammatoire, caractérisée par une douleur maintenue dans le temps. Les comportements 
douloureux sont évalués sur une échelle de 0 à 3: 0 pour l'absence de comportements 
douloureux, 1 pour l'élévation de la patte, 2 pour le lèchement de la patte, et 3 pour 
l'agitation de la patte. Ces travaux ont montré que l'herkinorin induit une diminution du 
nombre de comportements douloureux observés dans la phase aigue et également dans la 
phase inflammatoire. Leurs résultats ont également révélé que l'herkinorin induit son effet 
analgésique localement, puisqu'une injection dans la patte contralatérale, patte n'ayant pas 
reçu la formaline, ne démontre aucun effet significatif sur le nombre de comportements 
douloureux. De façon intéressante, leurs résultats ont démontré que, dans un contexte de 
traitement chronique, l'herkinorin induit toujours un effet analgésique significatif malgré 
une légère baisse comparativement à l'effet obtenu dans un contexte de traitement aigu et 
que l'herkinorin est aussi en mesure d'induire un effet analgésique chez des animaux 
tolérants à la morphine. Bien qu'il soit clair que l'herkinorin doive être optimisée dans le but 
avoué qu'elle ait un effet systémique, ces résultats montrent que celle-ci présente un 
potentiel thérapeutique intéressant et que l'herkinorin peut servir de base pour développer 
d'autres ligands dans l'objectif d'obtenir un meilleur analgésique pour traiter la douleur. 
  
 Le TRV130, quant à lui, est un ligand développé par l'entreprise Trevena, Inc.. Les 
études de caractérisation ont montré que le TRV130 inhibe l'adénylate cyclase de manière 
similaire à la morphine tandis que le TRV130 est beaucoup moins efficace que la morphine 
pour le recrutement des β-arrestines (Chen et al., 2013). Les études menées chez l'animal 
ont ensuite démontré que le TRV130, pour le test de la plaque chaude consistant à placer 
les animaux sur une surface chauffée et évaluer le temps que met l'animal pour démontrer 
un comportement douloureux tel qu'un lèchement ou une agitation de la patte, était 5 et 10 
fois plus puissant que la morphine pour induire le même effet analgésique, respectivement 
chez la souris et chez le rat. De plus, ces mêmes travaux ont aussi montré que le TRV130 
présente un meilleur index thérapeutique que la morphine, car il entraîne moins de 
constipation et de dépression respiratoire que la morphine à des doses équivalentes 
(DeWire et al., 2013).  
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 Toutefois, contrairement à certains autres RCPG pour lesquels la discrimination 
entre la signalisation responsable des effets thérapeutiques et celle responsable des effets 
indésirables est simple, le portrait du MOP semble être plus complexe. En effet, il apparaît 
que des ligands biaisés vers les β-arrestines montrent également un profil intéressant, à la 
fois pour l'effet analgésique qu'ils induisent et leurs faibles effets secondaires. Des études 
ont montré que l'endomorphine-1, ligand endogène de MOP biaisé vers les β-arrestines 
(McPherson et al., 2010), produit un effet analgésique, à la fois dans un test de retrait de la 
queue reflétant une douleur aigue que dans un modèle de constriction du nerf sciatique 
reflétant une douleur neuropathique, mais exempt d'effets secondaires tels que la 
constipation (Varamini et al., 2012) et la dépendance (Wilson et al., 2000).   
 
 À la lumière de ces résultats, il ne suffirait pas simplement d'identifier des ligands 
biaisés vers les protéines G ou vers les β-arrestines, mais également de poursuivre la 
discrimination des différentes voies de signalisation activées par les agonistes de MOP, ce 
qui pourrait également contribuer au développement de meilleurs traitements 
pharmacologiques pour soulager la douleur. Ainsi, après avoir observé des différences 
quant à la capacité d'induire ou non l'internalisation de MOP de certains ligands (Keith et 
al., 1998), l'hypothèse voulant que ces ligands déclencheraient différents mécanismes de 
régulation a rapidement été soulevée. Les principales cibles de ces travaux furent les 
kinases, car elles sont impliquées de manière précoce dans les étapes de régulation de 
MOP. En effet, des travaux ont rapporté que MOP peut directement être phosphorylé suite 
à son activation par un agoniste. Parmi les kinases impliquées, on retrouve notamment les 
GRKs et la PKC (Johnson et al., 2006), qui ont d'ailleurs été rapportées comme étant 
impliquées de manière différentielle, en fonction de l'agoniste, dans la régulation de MOP. 
D'abord, il a été montré qu'une stimulation de MOP avec la morphine provoque une 
translocation de la PKC vers le récepteur alors que suite à une stimulation au DAMGO, la 
PKC demeure au niveau du cytosol (Chu et al., 2010). Des études ont ensuite évalué 
l'implication physiologique de cette différence et ont montré, en étudiant la 
désensibilisation de l'effet activateur de MOP sur les courants potassiques dans un modèle 
de cellules transfectées (Johnson et al., 2006) ou à partir de neurones de locus coeruleus de 
rats et de souris (Bailey et al., 2009), que la PKC était uniquement impliquée dans la 
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désensibilisation induite par la morphine alors que celle induite par le DAMGO était plutôt 
dépendante de la GRK2. Ensuite, une autre étude a démontré que la tolérance à la 
morphine, au fentanyl et à la mépéridine était renversée par l'inhibition de la PKC tandis 
que la tolérance au DAMGO demeurait inchangée suite à ce traitement. À l'inverse, la 
tolérance au DAMGO est renversée par l'inhibition des GRK contrairement à la morphine, 
au fentanyl et à la mépéridine (Hull et al., 2010).  
  
 Des travaux antérieurs avaient permis d'identifier les acides aminés de la portion 
carboxyl-terminale de MOP qui sont phosphorylés de façon différentielle suite à une 
stimulation de MOP par un agoniste, soit les résidus Ser363, Thr370 et Ser375 (El Kouhen et 
al., 2001). L'élaboration d'anticorps spécifiques contre les différents résidus à l'état 
phosphorylé par le groupe de Schulz (Doll et al., 2011) a permis d'élucider les mécanismes 
de phosphorylation du récepteur. En effet, cette étude a montré que le résidu Ser363 est 
phosphorylé de manière constitutive en l'absence de l'agoniste, que le DAMGO induit la 
phosphorylation des deux autres résidus, tandis que la morphine n'induit que la 
phosphorylation du résidu Ser375. Ainsi, ces résultats démontrent qu'il existe un profil de 
phosphorylation différent entre les agonistes induisant l'internalisation de MOP et ceux qui 
en sont incapables. En outre, ces résultats montrent que les trois résidus énumérés ci-dessus 
doivent être phosphorylés pour induire le recrutement des β-arrestines et l'internalisation de 
MOP. Or, dans le cas de la morphine, la phosphorylation du résidu Thr370 est manquante et 
dans ce contexte, il est possible que les β-arrestines ne puissent plus lier le récepteur dans 
leur conformation permettant l'association des autres protéines impliquées dans 
l'internalisation, ce qui expliquerait pourquoi la morphine est incapable d'induire 
l'internalisation de MOP.  
  
 Outre la phosphorylation, d'autres voies de signalisation peuvent également être 
activées de manière distincte par certains agonistes de MOP (Fig. 5). En effet, plusieurs 
études ont montré que certaines MAPK, dont les ERK1/2 et c-Jun kinase, sont activées de 
façon différente en fonction du ligand. D'abord, concernant les kinases ERK1/2, il a été 
montré, dans un modèle cellulaire de fibroblastes d'embryons de souris (MEF cells) que 
l'activation de ERK1/2 par la morphine est complètement bloquée par l'inhibition de la 
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PKC tandis que ce traitement n'entraîne aucun changement dans la réponse à l'étorphine. À 
l'opposé, cette même étude a montré que l'activation de ERK1/2 par l'étorphine est 
entièrement inhibée lorsque la β-arrestine2 est invalidée alors que la réponse de la 
morphine demeure inchangée dans cette condition (Zheng et al., 2008). Ces résultats ont 
également été confirmés dans une lignée cellulaire exprimant de façon endogène MOP, soit 
la lignée SHSY5Y, et dans un modèle de culture primaire de neurones d'hippocampe de rat. 
D'importantes différences au niveau fonctionnel découlent de ces façons distinctes d'activer 
ERK1/2. En effet, il apparaît que les ERK1/2 activées par l'étorphine sont concentrées au 
niveau du noyau et induisent l'activation de facteur de transcription Elk-1 tandis que les 
ERK1/2 activées par la morphine demeurent au niveau du cytoplasme et vont plutôt activer 
le facteur de transcription CREB (Zheng et al., 2008). Ensuite, concernant la kinase JNK, il 
a été montré que son inhibition provoque une diminution de la tolérance analgésique chez 
des animaux traités à la morphine, alors qu'aucune amélioration de la tolérance analgésique 
n'est visible chez des animaux traités au fentanyl, et ce malgré le fait que tous les deux 
soient en mesure d'activer la JNK (Melief et al., 2010), suggérant ainsi une implication 
différente de la JNK dans la signalisation de ces deux agonistes.  
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Figure 5 : La sélectivité fonctionnelle associée au récepteur opioïde mu   
A. Signalisation différentielle selon le ligand déclenchée suite à l'activation de MOP. B. 
Kinases potentielles impliquées dans la phosphorylation de MOP. C. Liaison des β-
arrestines pouvant mener soit à la désensiblisation ou à l'activation de cascades de 
signalisation distinctes. D. Internalisation du récepteur pouvant conduire soit à de la 
signalisation, au recyclage ou à la dégradation. Reproduite et traduite à partir de 
Pharmacological Reviews, Vol. 63/No. 4, Kirsten M. Raehal, Cullen L. Schmid, Chad E. 
Groer, and Laura M. Bohn, Functional selectivity at the µ-opioid receptor: implications for 
understanding opioid analgesia and tolerance, p.1001-1019, Copyright (2011), avec la 
permission de l'American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics 
 
 
 
1.3.3 Impact thérapeutique potentiel 
 
 Ces résultats mettent en lumière les importants bénéfices thérapeutiques qui peuvent 
être obtenus grâce à une meilleure compréhension de la signalisation intracellulaire, menant 
ainsi à l'identification des voies de signalisation responsables des effets thérapeutiques et 
celles menant aux effets indésirables (Fig. 6). D'ailleurs, il est à noter que le TRV120027 et 
le TRV130 sont tous deux actuellement en phase d'études cliniques. Pour ce qui est des 
agonistes de MOP, l'objectif est de distinguer entre les voies de signalisation responsables 
de l'analgésie et celles responsables des effets indésirables comme la constipation, la nausée 
et la sédation, afin de développer un analgésique efficace, mais n'ayant aucun effet 
secondaire.  
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Figure 6: Les bénéfices thérapeutiques potentiels de la sélectivité fonctionnelle 
Le panneau de gauche représente un agoniste typique, à savoir qu'il active autant les voies 
de signalisation menant à l'effet thérapeutique que celles responsables des effets 
indésirables. Le panneau de droite montre l'exemple optimal de la sélectivité fonctionnelle, 
c'est-à-dire un ligand activant préférentiellement les cascades responsables de l'effet 
thérapeutique avec un minimum d'activation pour celles menant aux effets indésirables. 
  
 
  
 
 Pour atteindre cet objectif, les techniques fournissant une réponse cellulaire globale 
plutôt qu'une étude des paramètres de manière isolée devraient être priorisées afin d'avoir 
une meilleure compréhension de la sélectivité fonctionnelle. Les différentes méthodes 
actuellement utilisées et les raisons justifiant l'emploi de plateformes permettant d'observer 
les réponses cellulaires globales sont présentées dans les sections suivantes.  
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1.4 La mesure de la signalisation intracellulaire 
 
 La signalisation découlant de l'activation des RCPG peut être étudiée par plusieurs 
techniques différentes. En fait, le choix du paramètre intracellulaire à étudier dictera la 
méthode à employer. Des techniques comme l'immunobuvardage de type Western sont 
couramment utilisées pour mesurer l'activation de kinases et l'expression de protéines, la 
radioactivité pour étudier la production de seconds messagers tels que l'AMPc et la 
fluorescence pour visualiser la libération de calcium dans le compartiment intracellulaire. 
Encore à ce jour, ces techniques sont fréquemment utilisées mais présentent tout de même 
plusieurs limitations. En effet, ces méthodes ne permettent pas d'obtenir d'informations sur 
la dynamique des interactions biomoléculaires ni de détecter les interactions 
biomoléculaires transitoires qui peuvent être impliquées dans la régulation de plusieurs 
processus cellulaires. De plus, ces techniques nécessitent souvent l'usage de détergents, ce 
qui peut altérer la nature des interactions. Pour combler à ces lacunes, des nouveaux 
systèmes permettant l'observation sur cellules vivantes, appelés biosenseurs, ont été 
développés. Ces systèmes ont permis d'apporter beaucoup d'informations et de précisions 
sur les mécanismes de signalisation cellulaire et la dynamique qui leur sont associée. Deux 
types de biosenseurs sont actuellement disponibles, soit les biosenseurs avec marqueurs et 
ceux sans marqueurs. Ils seront respectivement abordés dans les deux sections suivantes.  
 
 
   
1.4.1 Les biosenseurs avec marqueurs 
 
 Les biosenseurs avec marqueurs utilisent principalement une détection basée sur la 
fluorescence, et plus spécifiquement, de l'utilisation de protéines fluorescentes telles que la 
GFP (green fluorescent protein) et ses dérivés (YFP, CFP et RFP). La GFP est issue de la 
méduse Aequorea victoria et possède la propriété intrinsèque d'émettre une fluorescence 
verte lorsque stimulée par la lumière. Les dérivés de la GFP ont été obtenus via une 
intervention génétique au niveau du chromophore intrinsèque de la GFP, permettant ainsi 
de modifier la longueur d'onde de la lumière émise suite à une stimulation. L'intérêt pour 
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ces protéines fluorescentes provient du fait qu'il est possible de fusionner leur gène à celui 
correspondant à notre protéine d'intérêt. Le gène recombinant est ensuite réintroduit dans 
les cellules, qui vont toujours être en mesure d'exprimer la protéine d'intérêt, mais 
dorénavant cette protéine sera fusionnée avec la protéine fluorescente, permettant ainsi 
d'étudier la protéine d'intérêt dans son environnement natif, soit la cellule vivante. Plusieurs 
méthodes ont été développées à partir de ces protéines fluorescentes afin de permettre 
l'étude de la dynamique des interactions moléculaires entre deux protéines. D'abord, il y a 
la BiFC (Biomolecular Fluorescence Complementation). Dans cette technique, la portion 
amino-terminale d'une protéine fluorescente est fusionnée à une protéine A tandis que la 
portion carboxyl-terminale est fusionnée à une protéine B. Si les protéines A et B 
interagissent entre elles, la protéine fluorescente sera reconstituée, entraînant ainsi une 
émission de fluorescence (Hynes et al., 2008). Le FRET (Fluorescence Resonance Energy 
Transfer) est aussi une technique pouvant utiliser les protéines fluorescentes. Cette 
technique requiert un donneur et un accepteur d'énergie. Dans le cas particulier des 
protéines fluorescentes, il y est possible d'utiliser la CFP comme donneur et la YFP comme 
accepteur. D'autres couples donneur/accepteur sont possibles, mais il doit obligatoirement y 
avoir un recoupement entre le spectre d'émission du donneur et le spectre d'excitation de 
l'accepteur. Ainsi, si une protéine A est fusionnée avec la CFP et la YFP, avec une protéine 
B, il y aura FRET uniquement si les deux protéines se trouvent à une distance inférieure à 
10 nm l'une de l'autre et il sera possible de visualiser le FRET par l'excitation du donneur et 
l'observation de l'accepteur (Wouters et al., 2001). Le BRET (Bioluminescence Resonance 
Energy Transfer), une technique similaire au FRET, est également utilisée pour l'étude 
d'interactions biomoléculaires. La seule différence entre le BRET et le FRET est la nature 
du donneur. En effet, le BRET, contrairement au FRET, utilise principalement la 
bioluminescence intrinsèque de la luciférase comme donneur, d'où son appellation. La 
luciférase va catalyser la réaction entre la luciférine et l'ATP, menant à la formation du 
luciféryl adénylate et à la libération d'un pyrophosphate. Par la suite, le luciféryl adénylate 
va réagir avec l'oxygène moléculaire, entraînant ainsi la formation de l'oxyluciférine, 
d'AMPc et la libération d'un photon lumineux suite au retour à l'état basal du nuage 
électronique de l'oxyluciférine (Xu et al., 1999). À l'instar du FRET, il est nécessaire que le 
spectre d'émission du donneur et d'excitation de l'accepteur coïncident. Ces techniques 
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peuvent également être utilisées dans l'étude de la signalisation intracellulaire. En effet, des 
études ont montré que cette technique peut servir à évaluer l'activité kinase de certaines 
enzymes, à évaluer la concentration d'ions ou de second messagers impliqués dans la 
transduction du signal intracellulaire (Wouters et al., 2001; Pertz et al., 2006). De plus, ces 
approches expérimentales sont couramment utilisées pour étudier les changements de 
conformation des protéines G et le recrutement des β-arrestines. D'abord, concernant l'étude 
des protéines G, il a été montré qu'il est possible de lier les changements de conformation 
entre le récepteur et la protéine G et aussi ceux entre les différentes sous-unités des 
protéines G à un profil particulier d'activation et de signalisation (Gales et al., 2005; Audet 
et al., 2008). En ce qui a trait au recrutement des β-arrestines, des travaux ont rapporté la 
possibilité de mesurer l'interaction entre celles-ci et les RCPG par des études de BRET, ce 
qui a non seulement permis d'identifier des ligands activant ou non cette voie de 
signalisation (Hamdan et al., 2005; Leduc et al., 2009) mais également de mieux 
comprendre les mécanismes de l'internalisation (Hamdan et al., 2007). Toutefois, bien 
qu'elles aient permis l'étude dynamique des interactions biomoléculaires et de la 
signalisation, ces techniques présentent plusieurs inconvénients, notamment la nécessité 
d'une fusion avec une protéine fluorescente dont le poids moléculaire est 
d'approximativement 27 kDa. Ainsi, il est possible que la fonction de la protéine d'intérêt 
soit altérée par la protéine fluorescente. De plus, ces techniques ne permettent d'analyser 
qu'un seul paramètre de signalisation et, de par la nature de ces techniques, des biais 
peuvent être introduits suite à l'obtention de faux négatifs (De et al., 2013).  
  
 Ainsi, avec l'émergence de la sélectivité fonctionnelle, laquelle a dressé un portrait 
beaucoup plus complexe quant à la compréhension et à l'identification des voies de 
signalisation qui peuvent être activées par les différents récepteurs transmembranaires, il 
devenait nécessaire de raffiner davantage les méthodes d'étude de la signalisation cellulaire, 
d'où l'émergence des biosenseurs sans marqueurs. 
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1.4.2 Les biosenseurs sans marqueurs 
 
 Contrairement aux essais traditionnels qui ne peuvent mesurer qu'un seul paramètre, 
les essais cellulaires sans marquage permettent de mesurer la réponse cellulaire globale à la 
suite d'une stimulation et ce, sans la présence des marqueurs traditionnels (radioactivité, 
fluorescence, colorimétrie) utilisés pour révéler la présence de la molécule d'intérêt. Ce 
faisant, les essais cellulaires sans marquage permettent de détecter l'activation de plusieurs 
cascades de signalisation de manière simultanée. Ainsi, de par leur nature, les essais 
cellulaires sans marquage peuvent détecter les différences de signalisation associées à la 
sélectivité fonctionnelle, et même révéler l'activation de voies de signalisation jusqu'alors 
non répertoriées. Deux différentes catégories d'essais cellulaires sans marquage ont 
jusqu'ici été validés, celles utilisant l'impédance électrique et celles utilisant l'optique. 
 
 
 
1.4.2.1 Les systèmes à impédance électrique 
 
 Le mot impédance provient du verbe anglais «to impede» signifiant «retenir» en 
français. Ainsi, le terme impédance électrique décrit le principe par lequel une matière 
s'oppose au passage du courant alternatif. Le milieu pharmaceutique s'est intéressé à 
l'utilisation de la bio-impédance, soit l'impédance lorsque la matière s'opposant au passage 
du courant est constituée de tissus biologiques, comme moyen d'étudier la signalisation 
cellulaire déclenchée par l'activation des récepteurs membranaires. Dans ce contexte, de par 
la composition lipidique de la membrane, celle-ci se compare à un isolant électrique. 
Conséquemment, le courant alternatif aura tendance à passer dans les espaces 
intercellulaires plutôt qu'à travers la cellule. Ainsi, une couche cellulaire ayant moins de 
points d'adhérence sur la surface ou un contenu cytosolique moins dense induiront une 
baisse de l'impédance détectée par l'appareil. À l'inverse, une couche cellulaire plus étalée 
ou un contenu cytosolique plus riche vont forcer le passage du courant sous la couche 
cellulaire ou à travers les cellules, provoquant ainsi une augmentation de l'impédance 
détectée par le système. Au final, le signal mesuré est donc la somme des événements 
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cellulaires affectant principalement l'étalement des cellules sur la surface ou la densité du 
cytoplasme, autant ceux contribuant de façon positive que négative à l'impédance détectée. 
D'un point de vue réceptoriel, la liaison d'un ligand à son récepteur entraîne le recrutement 
d'effecteurs et l'activation de plusieurs voies de signalisation qui peuvent conduire à une 
modification de l'organisation du cytosquelette et à une relocalisation des organelles. 
Comme tous ces phénomènes peuvent mener à une modification de l'impédance, il devient 
possible de suivre l'activation de la signalisation par un récepteur. À cet effet, une étude 
exhaustive a été réalisée avec le système CellKey™ afin de valider si le système était en 
mesure de discriminer les différents RCPG en fonction de la protéine G auxquels ils sont 
respectivement couplés. Ces travaux montrent que les RCPG couplés à Gαq, Gαi ou Gαs 
génèrent des signaux distincts et qu'il est donc possible de distinguer les RCPG uniquement 
en fonction des signaux obtenus (Peters et al., 2010). En effet, cette étude, réalisée sur des 
cellules CHO transfectées avec les récepteurs M2R (couplé à Gαi), M1R (couplé à Gαq) et 
CRF1 (couplé à Gαs), montre que l'activation de la voie Gαi induit une augmentation 
importante de l'impédance suivie d'une faible diminution, que l'activation de la voie Gαq 
induit d'abord une baisse de l'impédance puis une augmentation rapide suivie d'une 
diminution rapide de l'impédance, et que l'activation de la voie Gαs induit une diminution 
soutenue de l'impédance (Fig. 7).  
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Figure 7: Signaux d'impédance reliés à l'activation de différentes protéines G sur le 
système CellKey 
Le panneau de gauche montre que l'activation d'un récepteur couplé à Gαi (M2R) induit une 
augmentation importante et rapide de l'impédance suivi d'une légère baisse pour atteindre 
un plateau. Le panneau du centre représente le résultat de la stimulation d'un récepteur 
couplé à Gαq, à savoir une très faible baisse du signal, suivi d'une augmentation importante 
et rapide de l'impédance qui est à nouveau suivie d'une baisse du signal. Le panneau de 
droite démontre que l'activation d'un récepteur couplé à Gαs entraîne une baisse abrupte du 
signal d'impédance. CytoD: cytochalasin D; un inhibiteur de la polymérisation de l'actine. 
Reproduite avec permission à partir de ASSAY AND DRUG DEVELOPMENT 
TECHNOLOGIES, Vol. 8, Issue 2, pp.219-227, publié par Mary Ann Liebert, Inc., New 
Rochelle, NY. 
 
 
 
 
 
1.4.2.2 Les systèmes optiques 
 
1.4.2.2.1 Les systèmes à guide d'onde 
  
 Dans ces systèmes tels que le EPIC ou le BIND respectivement commercialisés par 
Corning et SRU Biosystems, une lumière blanche incidente est dirigée sous le guide d'onde 
tandis que l'appareil mesure la longueur d'onde de la lumière qui sera réfléchie. Cette 
longueur d'onde est dépendante de l'indice de réfraction dans l'environnement immédiat du 
guide d'onde, soit environ les 150 premiers nanomètres. Ainsi, un changement de la densité 
du milieu dans l'environnement immédiat entraîne une modification de l'indice de réfraction 
et par le fait même, de la longueur d'onde de la lumière qui sera réfléchie. De manière plus 
précise, une augmentation de la densité est associée à une augmentation de la longueur 
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d'onde réfléchie tandis qu'une diminution de la densité est reliée à une diminution de la 
longueur d'onde réfléchie. Ces systèmes ont d'abord été utilisés pour détecter la liaison de 
molécules sur leurs cibles, lesquelles sont fixées sur la surface. À cet effet, il a été montré 
que ces systèmes peuvent détecter les interactions entre une protéine et une molécule de 
faible poids moléculaire, la densité cellulaire et donc étudier les phénomènes de 
cytotoxicité, et les interactions entre un anticorps et une cellule (Cunningham et al., 2004). 
Depuis peu, ces systèmes sont également utilisés dans l'observation des processus 
cellulaires. Ainsi, dans un contexte cellulaire, ces systèmes détectent ce qu'on appelle le 
transfert de masse dynamique (dynamic mass redistribution ou DMR en anglais) (Fig. 8). 
Considérant qu'une cellule a un diamètre d'environ 10 µm et que les systèmes à guide 
d'onde permettent la détection dans un champ de 150 nanomètres, il faut donc comprendre 
que la détection s'effectue uniquement aux niveaux membranaire et sous-membranaire. Par 
ailleurs, les réponses cellulaires pouvant contribuer de façon positive ou négative au signal 
et donc, être détectées par ces systèmes peuvent théoriquement être très nombreuses, 
notamment le recrutement de protéines intracellulaires et la réorganisation des éléments du 
cytosquelette. 
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Figure 8: Fonctionnement des biosenseurs optiques à guide d'onde  
La liaison du composé A induit une augmentation de la masse (représentée par les petits 
points noirs) dans la zone de détection, entraînant ainsi une augmentation de la longueur 
d'onde. À l'inverse, la liaison du composé B provoque une diminution de la masse et donc, 
une baisse de la longueur d'onde. Reproduite avec la permission de Macmillan Publishers 
Ltd: [Nature Protocols] (Ralf Schröder, Johannes Schmidt, Stefanie Blättermann, Lucas 
Peters, Nicole Janssen, Manuel Grundmann (2011). Applying label-free dynamic mass 
redistribution technology to frame signaling of G protein-coupled receptors noninvasively 
in living cells. Nat. Protoc, Vol. 6/No. 11, p.1748-1760), Copyright (2011). 
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1.4.2.2.2 Les systèmes basés sur la résonance des plasmons de surface 
 
 La deuxième classe de biosenseurs fonctionnant selon une détection basée sur 
l'optique est celle utilisant la résonance des plasmons de surface. Ces systèmes partagent 
plusieurs similitudes avec les systèmes à guide d'onde. En effet, ce sont tous deux des 
systèmes sensibles aux variations de l'indice de réfraction au niveau de la zone de détection 
induit par la redistribution dynamique de la masse et la dimension de la zone de détection 
est pratiquement identique pour les deux systèmes, soit d'environ 150 nm. Par contre, le 
moyen de générer le champ évanescent ainsi que l'entité mesurée sont différents. Dans les 
systèmes utilisant la résonance des plasmons de surface, un faisceau lumineux est dirigé à 
travers un prisme et vient frapper une surface d'or avec un angle d'incidence déterminé. Les 
électrons de la surface d'or, ou les plasmons de surface, captent l'énergie du faisceau 
lumineux et entrent en résonance à l'interface entre le métal et le milieu diélectrique, 
générant ainsi le champ évanescent d'environ 150 nm au-dessus de la surface d'or, tandis 
que l'énergie restante, appelée réflectance, sera captée par un photodétecteur. Ce champ 
évanescent décroît de manière exponentielle, signifiant ainsi que la sensibilité de détection 
diminue au fur et à mesure que l'on s'éloigne de la surface d'or. De plus, comme la quantité 
de lumière captée par le photodétecteur est dépendante de l'angle d'incidence du faisceau 
lumineux et de l'indice de réfraction, une variation de celui-ci entraîne une modification de 
l'angle optimal de couplage (aussi appelé angle SPR et défini comme étant l'angle 
fournissant la plus faible réflectance). Ainsi, en fixant l'angle d'incidence, il devient alors 
possible de détecter les variations dans l'intensité du signal obtenu induites par la 
redistribution de la masse au niveau du champ évanescent (Fig. 9). À l'instar des systèmes à 
guide d'onde, une augmentation de la densité au niveau du champ évanescent est associée à 
une augmentation de la réflectance observée tandis qu'une diminution de la densité est 
associée à une diminution de la réflectance. D'abord conçus pour étudier la liaison de 
molécules sur des cibles fixées sur la surface (Homola, 2003), des travaux ont montré qu'il 
est également possible d'utiliser les systèmes commerciaux, comme le Biacore™, pour 
l'étude sur des cellules entières. En effet, il a été montré que ces systèmes sont en mesure de 
détecter des variations au niveau du volume cellulaire induites par une stimulation hyper- 
ou hypo-osmolaire et que les changements de volume étaient corrélés à la variation des 
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signaux SPR (Robelek et Wegener, 2010). De plus, il a été rapporté que les systèmes basés 
sur la SPR pouvaient également détecter les réactions cellulaires, autres que les 
changements d'adhésion, provoquées par la stimulation de récepteurs membranaires, telles 
que l'activation de voies de signalisation intracellulaire (Hide et al., 2002; Yanase et al., 
2007), le mouvement des protéines intracellulaires (Mozsolits et al., 2003) et le remodelage 
du cytosquelette d'actine (Cuerrier et al., 2008).  
 
 
 
 
Figure 9: Principe de détection des systèmes basés sur la SPR.  
Sur le panneau de droite, le tracé noir représente la courbe de réflectance obtenue en 
condition basale. Les tirets orange représentent l'effet d'une stimulation entraînant une 
augmentation de la densité au niveau du champ évanescent tandis que les pointillés rouges 
représentent une stimulation ayant l'effet inverse. La ligne noire verticale montre que 
lorsque l'angle d'incidence du laser est fixé, il est ainsi possible de détecter les variations de 
réflectance induites par les différentes stimulations. 
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1.4.2.3 Avantages et limitations des biosenseurs sans marqueurs 
 
 Outre le fait qu'ils n'utilisent aucun marqueur pour la détection, les biosenseurs sans 
marqueurs présentent d'autres avantages. Leur premier avantage notable est leur incroyable 
sensibilité de détection. En effet, il a été montré que les systèmes à impédance pouvaient 
détecter des changements de morphologie cellulaire de l'ordre du nanomètre, ce qui est 
nettement en-dessous de la résolution d'un microscope (Giaever et Keese, 1993). Par 
ailleurs, il a été rapporté que les systèmes optiques pouvaient détecter le mouvement de 
molécules ayant un poids moléculaire d'environ 100 Da. Ainsi, les biosenseurs sans 
marqueurs permettent de détecter des événements cellulaires qui étaient jusqu'à ce jour très 
difficiles à visualiser. Ensuite, un autre avantage des biosenseurs sans marqueurs est le fait 
qu'ils offrent la possibilité de détecter et mesurer plusieurs événements cellulaires 
simultanément, contrairement aux méthodes traditionnelles qui mesurent les paramètres de 
manière singulière, tels que la formation de l'AMPc et la libération de calcium 
intracellulaire.  
  
 Toutefois, leur grande force est également leur grande faiblesse. En effet, comme 
les molécules d'intérêt ne sont pas marquées, il est alors très difficile d'identifier de manière 
précise la nature des événements cellulaires qui sont responsables des signaux observés. 
Ainsi, il devient nécessaire d'utiliser des inhibiteurs spécifiques pour les voies de 
signalisation susceptibles d'être responsable, en totalité en ou partie, des signaux obtenus et 
de confirmer les données obtenues avec des expérimentations complémentaires utilisant les 
méthodes classiques. De plus, l'activation simultanée de plusieurs cascades de signalisation 
peut causer une superposition des signaux, ce qui peut compliquer l'analyse des résultats. 
De fait, il est possible que l'activation ou l'inhibition de certaines voies de signalisation soit 
masquée par des processus cellulaires qui auraient une contribution opposée de même 
grandeur au signal. Une autre limitation est la faible pénétration du champ évanescent à 
l'intérieur de la cellule. En effet, tel qu'énoncé ci-dessus, la zone de détection est d'environ 
100 à 200 nm alors que le diamètre de la cellule est d'environ 1 à 10 µm, ce qui limite 
énormément le nombre de processus cellulaires qui peuvent être détectés. 
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2. OBJECTIF DU TRAVAIL 
 
 Les agonistes du récepteur opioïdergique mu (MOP) demeurent à ce jour les plus 
puissants analgésiques utilisés en clinique pour traiter les douleurs modérées et chroniques. 
Toutefois, leur utilisation s'accompagne de plusieurs effets secondaires, tels que la 
constipation, la nausée et la sédation. De plus, il est maintenant bien établi que tous les 
agonistes de MOP n'activent pas toutes les voies de signalisation avec la même efficacité. 
Ce phénomène a été appelé sélectivité fonctionnelle et de récents résultats lui étant associés 
ont permis de valider l'hypothèse selon laquelle il serait possible de découvrir des ligands 
activant de manière sélective les voies de signalisation responsables des effets 
thérapeutiques au détriment de celles responsables des effets secondaires et ainsi mener, 
dans le contexte des opioïdes, à la découverte de nouveaux analgésiques exempts d'effets 
secondaires. Cependant, les méthodes actuellement employées pour l'étude de la 
signalisation intracellulaire présentent plusieurs limitations, dont la plus importante est le 
fait qu'elles ne permettent la mesure que d'un seul paramètre. 
  
 Dans le cadre de mon projet de maîtrise, nous avons étudié la signalisation 
déclenchée par l'activation de MOP au moyen d'un biosenseur ne nécessitant aucun 
marqueur et permettant une détection des réponses cellulaires globales, soit un système 
basé sur la résonance des plasmons de surface (SPR). Notre hypothèse de recherche était 
qu'il est possible de détecter les différences de signalisation déclenchée par le DAMGO et 
la morphine au moyen d'une approche sans marquage puisque le premier induit 
l'internalisation de MOP, contrairement au deuxième. Nous nous sommes donc intéressés à 
trois importantes cascades de signalisation de MOP, soit l'implication des protéines G, 
l'activation des kinases ERK1/2 et l'internalisation de MOP. En parallèle aux 
expérimentations SPR, nous avons réalisé des études d'immunobuvardage de type Western 
pour caractériser l'activation des kinases ERK1/2 et les différents événements 
intracellulaires menant à leur activation. De plus, nous avons également effectué des études 
d'immunofluorescence pour caractériser le processus d'internalisation induit par le 
DAMGO et la morphine. 
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3. ARTICLE 
 
Label-free Monitoring of Mu Opioid Receptor-Mediated Signaling 
 
 
Auteurs de l'article: Philippe Bourassa, Hanieh Bagheri Tudashki, Graciela Pineyro, 
Michel Grandbois et Louis Gendron 
 
 
Statut de l'article: publié dans Molecular Pharmacology 
 
 
Avant-propos: Du point de vue de la rédaction du manuscrit, j'ai participé à l'écriture du 
contenu de chacune des sections. Concernant l'aspect expérimental, j'ai effectué toutes les 
manipulations présentées dans cet article à l'exception des essais de BRET, qui ont été 
réalisés par Hanieh Bagheri Tudashki, membre du laboratoire de la Pr Graciela Pineyro de 
l'Université de Montréal. Les essais SPR et les essais de microscopie en contraste de phase 
ont été effectués dans le laboratoire du Pr Michel Grandbois alors que les analyses de 
l'activation de ERK1/2 et de l'internalisation du récepteur mu ont été réalisées dans le 
laboratoire du Pr Louis Gendron.  
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Résumé 
 
 
 Dans cette étude, nous avons utilisé une combinaison de méthodes 
conventionnelles, un biosenseur BRET et une approche sans marquage, soit la 
spectroscopie par résonance des plasmons de surface (SPR), pour évaluer la signalisation 
du récepteur opioïdergique mu (MOP). Au moyen d'un modèle de cellules HEK exprimant 
de façon stable le gène humain de MOP auquel un épitope Flag a été ajouté à l'extrémité N-
terminale, nous avons étudié les signaux SPR du DAMGO et de la morphine dans le but de 
comparer les agonistes en mesure d'induire l'internalisation de MOP (DAMGO) et ceux qui 
ne le sont pas (morphine). Nous avons ciblé trois importantes voies de signalisation de 
MOP, soit l'internalisation du récepteur, le couplage aux protéines G et l'activation de 
ERK1/2. Nos résultats montrent que la morphine et le DAMGO produisent des signaux 
SPR similaires et que la protéine Gαi, les niveaux intracellulaires d'AMPc et la voie de 
ERK1/2 ont des rôles importants dans la signalisation de MOP. Fait intéressant, nous avons 
observé que certains ligands connus comme étant des antagonistes neutres de MOP, tels 
que le CTOP, le naloxone et le naltrexone, se comportent plutôt comme des agonistes 
partiels. Encore plus surprenant, les essais de BRET ont révélé que le CTAP induit un 
changement conformationnel similaire à celui de naltrexone à l'interface de l'hétérotrimère 
alors qu'il apparaît comme un agoniste inverse dans les essais de spectroscopie SPR, 
indiquant ainsi des réponses de signalisation différentes pour ces deux ligands. Dans 
l'ensemble, ces résultats supportent l'utilisation des approches sans marquage comme la 
spectroscopie SPR pour étudier les réponses cellulaires globales induites par l'activation des 
récepteurs aux protéines G et pour complémenter les méthodes conventionnelles en 
permettant d'observer des réponses cellulaires pour certains ligands pour lesquels il était 
auparavant impossible de le faire.  
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Abstract 
 
In this study, we used a combination of traditional signaling investigation approaches, 
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) biosensors and the label-free approach 
Surface Plasmon Resonance (SPR) spectroscopy to monitor the signaling cascades of the 
mu opioid receptor (MOP). In HEK cells stably expressing a Flag-tagged version of human 
MOP, we compared the signals triggered by the non-internalizing and internalizing MOP 
agonists morphine and DAMGO, respectively. We studied three major and well-described 
components of MOP signaling: receptor internalization, G protein coupling, and ERK1/2 
activation. Our results show that morphine and DAMGO display different profiles of 
receptor internalization and a similar ability to trigger the phosphorylation of ERK1/2. Our 
SPR analyses revealed that morphine and DAMGO evoke similar SPR signatures and that 
Gαi, cAMP-dependent pathways, and ERK1/2 have key roles in morphine- and DAMGO-
mediated signaling. Most interestingly, we found that the so-called MOP neutral 
antagonists CTOP, naloxone, and naltrexone behave like partial agonists. Even more 
intriguing, BRET experiments indicate that CTAP induces similar conformational changes 
as naltrexone at the Gαi-βγ interface whereas it appears as an inverse agonist based on its 
SPR response thus indicating distinct signaling mechanisms for the two ligands. Taken 
altogether, our results support the usefulness of label-free methods such as SPR to study 
whole-cell responses and signaling cascades triggered by G protein-coupled receptors 
(GPCRs) and complement the conventional approaches by revealing cellular responses that 
would have been undetectable otherwise. 
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Introduction 
 
Opioids targeting the mu opioid receptors (MOPs) are still the most powerful analgesics 
used for the treatment of moderate to severe pain conditions (Melnikova, 2010). However, 
the use of MOP agonists is often limited by the occurrence of adverse effects, such as 
constipation and nausea (Cherny et al., 2001). As a member of the class A G protein-
coupled receptors (GPCRs), MOP is coupled to the heterotrimeric G protein Gαi, which 
leads to the inhibition of the adenylyl cyclase and a decrease in cAMP levels. Additionally, 
the activation of MOP leads to the inhibition of voltage-gated calcium channels and the 
activation of G protein-coupled inwardly rectifying potassium channels (GIRK) (Williams 
et al., 2001). Several differences have been noted among MOP agonists with regard to the 
signaling pathways they trigger (Arttamangkul et al., 2008; Zheng et al., 2008; McPherson 
et al., 2010), which is consistent with the concept of functional selectivity in which 
different ligands targeting the same receptor can elicit distinct signaling cascades (Urban et 
al., 2007). In this context, the molecular events specifically leading to analgesia and 
adverse effects have not been thoroughly described. Consequently, a better understanding 
of these events is required for the development of new opioid drugs with reduced adverse 
effects (Raehal et al., 2011).  
The assessment of functional selectivity requires the evaluation of global cell responses 
following the activation of a GPCR. Therefore, a valuable approach to study this 
phenomenon would be to use a technology capable of detecting any change within the cell 
induced by the activation of a receptor. Whole cell biosensors such as impedance- and 
optical-based detection systems may serve this need (Ciambrone et al., 2004; Cunningham 
et al., 2004; Fang et al., 2006). Compared with traditional assays, whole cell biosensors 
offer the possibility to globally evaluate multiple aspects of the cell response in a single, 
highly sensitive assay (Giaever and Keese, 1993; Scott and Peters, 2010). These approaches 
do not require fluorescent or radioactive probes, which can affect the functions of some 
proteins within the cell (Cooper, 2006). Recent reports demonstrated the usefulness of 
whole cell biosensors to study functional selectivity of several GPCRs. As examples, 
Bouvier's group used an impedance-based system to assess functional selectivity at the β2 
adrenergic receptor (Stallaert et al., 2012), whereas Fang's group used an optical-based 
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system to assess opioid receptor signaling (Morse et al., 2011; Morse et al., 2013). We 
previously showed that SPR represents a valuable label-free technique to monitor GPCR 
signaling and apoptosis (Cuerrier et al., 2008; Chabot et al., 2009; Maltais et al., 2012).  
In the present study, we use SPR as a sensitive label-free technique to assess functional 
selectivity of MOP signaling in living cells. We hypothesized that distinct signaling 
pathways triggered by different ligands acting on the same receptor can be assessed by 
analyzing distinctive SPR signals. We used DAMGO and morphine as selective MOP 
agonists because they are known to exhibit distinct signaling properties, and we evaluated 
the contribution of three different MOP signaling components in the SPR responses, i.e., 
receptor internalization, G protein coupling, and ERK1/2 activation. We also evaluated the 
implication of G protein coupling in the SPR responses generated by four MOP ligands 
previously described as antagonists (Mulder et al., 1991; Janecka et al., 2004). 
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Methods 
 
Cell Culture 
HEK 293 cells stably expressing Flag-tagged human MOP (HEK FlagMOP), with a 
receptor density of 2.5 pmol/mg of cell proteins (Morse et al., 2011), were kindly provided 
by Dr. Mark von Zastrow (University of California, San Francisco, CA). The cells were 
grown at 37°C in Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% 
heat-inactivated fetal bovine serum and 50 mg/L of gentamicin in a humidified atmosphere 
of 95% air and 5% CO2. The cells were maintained in a medium containing 250 µg/mL of 
the selection agent G418.  
 
MOP internalization assay 
HEK FlagMOP cells were grown on poly-L-lysine-coated glass coverslips for 2-3 days 
until they reached 60-70% confluence. Before stimulation, the cells were starved with 
DMEM for 30 min with or without 80 µM of dynasore (BioVision Incorporated, Milpitas, 
CA). The cells were then stimulated with 1 µM DAMGO (Tocris Bioscience, R&D 
Systems, Minneapolis, MN) or with 1 µM morphine sulfate (Sandoz Canada, Boucherville, 
Canada). The stimulation was terminated by the aspiration of the culture medium and the 
addition of ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM 
Na2HPO4 and 1.5 mM KH2PO4; pH 7.2). Next, the cells were fixed for 15 min with an ice-
cold 4% paraformaldehyde solution in PBS. The cells were washed three times with a 
0.02% Triton X-100 solution in PBS (PBST), followed by a 10 min block with a PBST 
solution containing 2% of bovine serum albumin (PBST/BSA). After blocking, the cells 
were incubated for 2 h at room temperature with a mouse anti-FLAG M1 antibody (1:1000; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in PBST/BSA supplemented with 1 mM Ca2+ (PBST-
Ca2+/BSA). Next, the cells were washed three times with the PBST-Ca2+ solution, blocked 
for 5 min in PBST-Ca2+/BSA, and incubated for 1 h at room temperature with Alexa Fluor® 
488 goat anti-mouse antibody (1:1000; Life Technologies, Burlington, Canada) in PBST-
Ca2+/BSA. Finally, the cells were washed three times with PBST-Ca2+, and the coverslips 
were mounted on microscope glass slides with AquaPolymount (Polysciences, Warrington, 
PA). For each condition, 26-30 cells were imaged using a Fluoview 1000 (FV1000) laser 
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scanning confocal IX81 Olympus microscope (Olympus America, Center Valley, PA) 
equipped with a ProScan II motorized stage system (Prior scientific, Rockland, MA) and 
fitted with a U plan S-Apo 60X (1.35 NA) oil-immersion objective. Each micrograph 
represents an optical slice of 0.31 µm and displays a clear horizontal section of the cell 
nucleus. Pixel quantification was performed using a custom-built software integrated to 
ImageJ. This software allows for the calculation of intracellular and cell membrane pixels. 
The membrane thickness was fixed at a width of 6 pixels throughout the analysis of each 
condition. Pseudo-colors were used to easily distinguish between intracellular (green) and 
cell membrane (purple) pixels. The results obtained from those analyses were expressed as 
a ratio of intracellular / cell membrane pixels. 
 
 
MOP-induced ERK1/2 activation 
HEK FlagMOP cells were starved for 30 min with DMEM and then stimulated for 3 min 
with increasing concentrations of DAMGO or morphine (10-10 to 10-7 M for DAMGO and 
10-9 to 10-6 M for morphine). When indicated, various pharmacological inhibitors were used 
prior to stimulation with DAMGO or morphine to evaluate the contribution of distinct 
signaling components to the MOP-mediated activation of ERK1/2 (CTAP, a MOP selective 
antagonist, 10 µM for 30 min; dynasore, a dynamin inhibitor, 80 µM for 30 min; pertussis 
toxin (PTX), a Gαi protein inhibitor, 100 ng/mL for 20 h; cholera toxin (CTX), a Gαs 
protein activator, 400 ng/mL for 20 h; U0126, a MEK inhibitor, 0.02 to 20 µM for 30 min). 
The stimulation was terminated by the aspiration of the culture medium and by the addition 
of ice-cold Hank’s buffered saline (HBS) (130 mM NaCl, 3.5 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.5 
mM MgCl2, 2.5 mM NaHCO3, 5 mM HEPES and 0.5 mM EGTA). The cells were then 
stabilized with ice-cold HBS containing 2 mM Na3VO4, 0.1 µM staurosporine and 
Complete™ protease inhibitors (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) for 10 min. Cell 
lysates were obtained using a 50 mM HEPES pH 7.8 solution containing 1% Triton X-100, 
2 mM Na3VO4, 0.1 µM staurosporine, and Complete™ protease inhibitors. The lysates 
were transferred to 1.5-mL Eppendorf tubes and centrifuged for 10 min at 13500 g at 4°C. 
The supernatants were saved and stored at -20°C until use. The protein extracts (35 µg per 
sample) were resolved on a 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to polyvinylidene 
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fluoride (PVDF) membranes. The PVDF membranes were then blocked for 1 h using a 
Tris-buffered saline with 0.05% Tween 20 (TBS-T) containing 1% gelatin. After blocking, 
the membranes were incubated for 2 h at room temperature with rabbit anti-phospho 
ERK1/2 or anti-ERK1/2 antibodies (both 1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, 
MA). Finally, the PVDF membranes were washed three times with TBS-T and incubated 
for 1 h at room temperature with a horseradish peroxidase-conjugated (HRP) anti-rabbit 
antibody (1:2000; GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ). Proteins were detected 
using an enhanced chemiluminescence detection kit (Amersham™ ECL™ Western 
Blotting Detection Reagents from GE Healthcare Life Sciences). Densitometric analysis 
was performed with ImageJ, and the results are reported as the fold increase over the 
control. 
 
 
 
Surface Plasmon Resonance measurements 
Gold substrates were prepared and Surface Plasmon Resonance (SPR) experiments were 
conducted as previously described (Cuerrier et al., 2008; Maltais et al., 2012). The HEK 
FlagMOP cells were grown to confluence on a gold substrate surface pre-coated with a 
solution of 5 µg/mL fibronectin (Sigma-Aldrich) and 200 µg/mL gelatin (BD, Franklin 
Lakes, NJ). Prior to stimulation, the cells were starved for 30 min with DMEM and 
stabilized in a HEPES-buffered salt solution (HBSS, pH 7.4) containing 20 mM HEPES, 
120 mM NaCl, 5.3 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgSO4 and 11.1 mM dextrose, for 30 
min at 37°C. The pharmacological inhibitors presented above were used in SPR 
experiments to evaluate the contribution of their targeted signaling components in the SPR 
signatures obtained for DAMGO and morphine. In addition, EGF was used to confirm the 
viability of the cells following a 20 h incubation in the presence of PTX. SPR data were 
analyzed with MatLab® R2009a (The MathWorks, Natick, MA) and smoothed using a 
moving average filter to allow maximal slope evaluation. 
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Phase-contrast microscopy 
HEK FlagMOP were grown to confluence in 35-mm Petri dishes. Prior to the assay, the 
cells were starved in DMEM for 30 min and stabilized in HBSS during 30 min. Two 
minutes of baseline recording were performed before the incubation of the cells with 10 
µM of each antagonist. The images were obtained with the 10X objective of an Axio 
Observer Z1 microscope equipped with an Axio MRm camera (Carl Zeiss Canada, North 
York, Canada) at intervals of 10 sec for 30 min at 37°C. 
 
 
BRET experiments 
DNA constructs 
The plasmid encoding GFP fused at the amino-terminus of human Gγ2 was obtained by 
subcloning the human Gγ2 coding sequence into GFP vectors (Gales et al., 2005). The 
recombinant plasmid encoding for human Gαi1-Luc91 was prepared using a flexible linker 
to insert the coding sequence of humanized Renilla luciferase (RLuc; PerkinElmer Life 
Sciences, Waltham, MA) into that of human Gαi1 between residues Leu91 and Lys92. 
Mouse MOP DNA in pCDNA3.1/Zeo was kindly provided by Dr. Alain Beaudet (McGill 
University, Montreal, Canada). 
 
Cell culture and transfection 
For BRET assays, HEK 293 cells were seeded at a density of 3.5 × 106 cells in 100 mm 
Petri dishes, cultured for 24 h, and transiently transfected with Gβ1 (3 μg), mouse MOP (8 
μg), GFP-Gγ2 (3 μg), and Gαi1-Luc 91 (0.6 μg) (values for 100 mm Petri dish) using 
polyethylenimine as indicated by the manufacturer. Experiments were carried out 48 h 
post-transfection. Cells were grown and maintained in Dulbecco’s modified Eagles’ 
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 unit/ml 
penicillin-streptomycin, at 37ºC in humidified atmosphere at 95% air and 5% CO2 (Audet 
et al., 2012). 
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Monitoring conformational changes within the Gαβγ heterotrimer 
The way different MOP ligands modified Gαi interaction with the Gβγ dimer was assessed 
using a methodology that we had previously developed and validated for detection of 
ligand-induced conformational changes within GPCR signaling complexes (Audet et al., 
2008; Audet et al., 2012). Forty-eight hours after transfection, cells were washed twice and 
mechanically detached at room temperature with phosphate-buffered saline (PBS), 
centrifuged 5 min at 300 × g (25ºC), resuspended in PBS and then distributed into a 96-well 
microplate (white Optiplate; PerkinElmer Life Sciences) at a concentration of 0.7 mg of 
protein/mL. This concentration allowed us to achieve luminescence levels suitable for 
BRET readings. Cells were then incubated for 5 min with DeepBlueC coelenterazine 
(PerkinElmer Life Sciences) which was manually added into each well to a final 
concentration of 5 μM before the addition of different ligands at increasing concentrations 
as indicated. BRET2 readings were taken 5 min after ligand introduction. The BRET2 
signal generated by each sample was determined by calculating the ratio of the light emitted 
by GFP (500–530 nm) over the light emitted by Rluc (370–450 nm) (Audet et al., 2008). 
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Results 
 
Agonist-induced internalization of MOP 
As opposed to other MOP agonists, in most cell types, morphine was shown to induce 
minimal internalization of MOP (Keith et al., 1998). We first performed 
immunofluorescence labeling of FlagMOP in HEK FlagMOP cells submitted to various 
treatments (Fig. 1A-E). The micrographs are also presented using pseudo-colors to assign 
each fluorescent pixel to either the cytosol (green) or the cell membrane (purple) (Fig. 1A’-
E’). Under baseline conditions, the fluorescent labeling of FlagMOP was found to be 
located both at the plasma membrane and in the cytoplasm (Fig. 1A, A’). For these cells, 
the ratio of intracellular / plasma membrane fluorescent pixels is 1.02 ± 0.07 (Fig. 1F). 
When cells are treated with 1 µM of morphine for 30 min (Fig. 1B, B’), the ratio of 
intracellular / plasma membrane labeling was not significantly changed compared with the 
control cells (2.12 ± 0.21 vs 1.02 ± 0.07, Fig. 1F). In contrast, a 30 min treatment with 1 
µM DAMGO induced a robust internalization of MOP. In the DAMGO-treated cells, the 
MOP-like immunostaining was found almost exclusively inside the cells, with only discrete 
fluorescent puncta located at the cell membrane (Fig. 1D, D’). Quantitatively, this treatment 
led to a 5-fold increase in the ratio of intracellular / plasma membrane pixels (5.15 ± 0.53) 
compared with the control cells (Fig. 1F). The inhibition of dynamin following 
pretreatment with 80 µM of dynasore reversed both morphine- and DAMGO-induced 
increase of intracellular / cell membrane labeling ratio of MOP (Fig. 1C, C',E, E’, F). 
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Figure 1. Agonist-induced internalization of MOP. A-E. Micrographs showing 
representative cells for the control (A), 1 µM morphine (B), 1 µM DAMGO (D) and 
dynasore pretreatment (C,E) conditions, respectively. A'-E'. Micrographs following 
analysis with a software developed in-house and integrated to ImageJ. Intracellular pixels 
are colored in green and cell membrane pixels are colored in purple. The micrographs 
showed that MOP is equally distributed between the intracellular compartment and the cell 
membrane in the baseline condition (A), whereas morphine stimulation (B) induced a slight 
increase of intracellular MOP. DAMGO stimulation (D) induced a robust increase of 
internalized MOP and the pretreatment with dynasore (C,E) blocked the internalization 
triggered by both agonists. F. Histogram representing intracellular / cell membrane ratios 
after quantification. *p< 0.05; ***p< 0.001 (one-way ANOVA followed by Bonferroni's 
post hoc test). The error bars indicate S.E.M. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 60 
ERK1/2 activation  
ERK1/2 kinases are well-known downstream effectors of MOP (Al-Hasani and Bruchas, 
2011). As shown in Fig. 2, a 3 min treatment with either morphine (Fig. 2A) or DAMGO 
(Fig. 2B) induced concentration-dependent phosphorylation of ERK1/2. Pretreatment with 
10 µM of CTAP, a selective MOP antagonist, confirmed that this effect was mediated by 
MOP activation. As shown in Fig. 3, morphine and DAMGO also induced a similar time-
dependent phosphorylation of ERK1/2. For both agonists, the maximum level of 
phosphorylation was reached after 3 min of stimulation, with a return to baseline values 30 
min after the application of the agonist.  
To further characterize the signaling events involved in the MOP-induced activation of 
ERK1/2, we performed experiments in which the cells were pretreated with various 
pharmacological inhibitors. We found that the pretreatment with 80 µM of dynasore 
significantly inhibited the DAMGO-induced phosphorylation of ERK1/2 (Fig. 4A).  
Although these results were not statistically significant, a trend was observed, suggesting 
that the morphine-induced activation of ERK1/2 also involves dynamin. As shown in Fig. 
4B, PTX (inhibitor of Gαi) completely blocked the morphine- and DAMGO-induced 
phosphorylation of ERK1/2, while CTX (activator of Gαs) had no significant effect (Fig. 
4B). Finally, we performed a concentration-response evaluation of U0126 efficacy and we 
found that this MEK1/2 inhibitor is ineffective when used at submicromolar concentrations. 
Indeed, the lowest effective concentration, i.e. the lowest concentration able to inhibit the 
agonist-induced activation of ERK1/2, was found to be 2 µM (Fig. 4C).  
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Figure 2. Concentration-dependent effect on agonist-induced activation of ERK1/2. 
A,B. Concentration-dependent effect of morphine (A) and DAMGO (B). Both morphine 
and DAMGO induced a concentration-dependent activation of ERK1/2, respectively 
reaching a peak at a concentration of 1 µM and 100 nM. This effect is blocked by a 
pretreatment with 10 µM CTAP. The results of the densitometric analysis are reported in 
the histograms. *p< 0.05 (one-way ANOVA with a Dunnett's post hoc test). The error bars 
indicate S.E.M. 
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Figure 3: Time course of agonist-induced activation of ERK1/2. A-B. Time course of 
morphine- (A) and DAMGO-induced (B) activation of ERK1/2. Morphine and DAMGO 
induced a similar time course of ERK1/2 activation with a maximum after 3 min of 
stimulation and the phosphorylation level of ERK1/2 back to baseline after 30 min. C. 
Graphic representation of time courses of both agonists. *p< 0.05, **p< 0.01 (one-way 
ANOVA with a Dunnett's post hoc test). The error bars indicate S.E.M.   
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Figure 4: Implication of MOP internalization and G protein coupling in agonist-
induced activation of ERK1/2. A. Implication of MOP internalization in agonist-induced 
activation of ERK1/2. The pretreatment with dynasore partly blocked the activation of 
ERK1/2 by both morphine and DAMGO. B. Implication of Gαi and Gαs in morphine- and 
DAMGO-induced activation of ERK1/2. The pretreatment with PTX completely blocked 
the activation of ERK by both agonists, whereas the pretreatment with CTX had no effect. 
C. Concentration-response evaluation of U0126 efficacy. The pretreatment with U0126 is 
ineffective in the submicromolar concentrations whereas ERK1/2 phosphorylation is 
completely blunted when U0126 is used at 2 µM. The results of the densitometric analysis 
are reported in the histograms. *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 (one-way ANOVA 
with a Bonferroni's post hoc test). The error bars indicate S.E.M. 
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SPR measurements 
Next, SPR was used to assess the global cellular response resulting from the stimulation of 
MOP with DAMGO and morphine. We first performed SPR experiments with increasing 
concentrations (from 1 nM to 1 µM) of the agonists. As shown in Fig. 5A, morphine 
induced a concentration-dependent SPR signal. The signal was characterized by a fast 
increase of the reflectance value followed by a slower decrease within the next few 
minutes. The signal reached a plateau at approximately 30 min at each concentration. As 
reported in Table 1, the maximal amplitude of the SPR signal of morphine peaked at 100 
nM, whereas the maximal initial slope was obtained at 10 nM. Similar results were 
obtained when the cells were incubated with increasing concentrations of DAMGO (Fig. 
5B and Table 1). For both agonists, the signal was blocked by a pretreatment with 10 µM 
CTOP. Note that the injection of 10 µM CTOP (represented by # symbol in Fig. 5A and B) 
induced a weak SPR signal, while the vehicle (represented by + symbol in Fig. 5A and B) 
did not induce any detectable SPR signal other than the injection peak. SPR measurements 
on HEK-Mock cells, i.e., cells transfected with an empty construct, were also performed to 
eliminate a possible off-target effect of both MOP agonists. As expected, neither 100 nM of 
morphine nor DAMGO produced a detectable response (results not shown).  
Pharmacological inhibitors were used to evaluate the contribution of different signaling 
pathways in the generation of the SPR signals induced by morphine and DAMGO. First, 
we investigated the implication of MOP internalization using dynasore. Because the 
pretreatment was conducted outside of the SPR system, we validated that dynasore had no 
effect on the integrity of the cell monolayer nor on the cellular membrane by analyzing the 
SPR angular scans with or without pretreatment. This analysis revealed that dynasore had 
no effect on the SPR resonance angle (72.97 ± 0.07° vs 72.83 ± 0.07°, with and without 
pretreatment respectively; p > 0.05, unpaired t-test), suggesting that it did not affect the 
integrity of the cells. As shown in Fig. 6 and reported in Table 2, the pretreatment with 
dynasore produced a limited but significant decrease in the SPR signal amplitude following 
morphine and DAMGO treatments. Conversely, the maximal initial slope was not affected 
by this inhibitor (Table 2). Second, we studied the implication of G proteins using CTX and 
PTX. We observed that in the presence of PTX, morphine and DAMGO failed at producing 
any SPR signal (Fig. 7A, B). Interestingly, although CTX had no effect on the morphine- 
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and DAMGO-induced phosphorylation of ERK1/2 (cf. Fig. 4A), it induced a significant 
decrease in the amplitude of the SPR signals induced by morphine and DAMGO (Fig. 7A, 
B; Table 2). Additionally, CTX had a significant effect on the maximal initial slope of the 
SPR response of morphine but not DAMGO (Table 2). Note that pretreatments with the 
toxins are not shown on their respective SPR traces because they were done 20 h before the 
experiments and were therefore conducted outside of the SPR chamber. As shown in Fig. 
7C and 7D, the MEK1/2 inhibitor U0126, which had no effect by itself on the SPR signal 
other than an injection peak (# symbol), also significantly altered the amplitude of the SPR 
signal induced both by morphine and DAMGO, and the maximal initial slopes of both SPR 
responses were not significantly different (Table 2).  
As mentioned above, an SPR signal profile, different from what is usually observed with 
vehicle, was detected following the addition of CTOP to the cells (see Fig. 5A, B). To 
further characterize this unexpected antagonist-induced SPR response, we extended our 
study by evaluating CTOP and 3 other MOP antagonists: naltrexone, naloxone, and CTAP. 
As shown in Fig. 8A-D, all 4 antagonists generated notable SPR responses when used at a 
concentration of 10 µM on the HEK FlagMOP cells. Despite the fact that the amplitudes of 
the SPR signals induced by the antagonists are less important than those triggered by 
morphine and DAMGO, the SPR signal profiles for naltrexone, naloxone, and CTOP were 
very similar (compare Fig. 8A, B, and D with Fig. 5). The signal produced by CTAP is 
markedly different (Fig. 8C) when compared with the other antagonists. As opposed to 
other conditions tested in this study, CTAP led to a decrease in the reflectance value. To 
determine if the signals generated by the antagonists were Gαi/o-mediated, we repeated 
these experiments in cells pre-incubated with PTX and found that the SPR responses 
triggered by all antagonists were abolished by PTX (Fig. 8A-D). As shown in Fig. 8E, 
phase-contrast microscopy revealed that the stimulation with 10 µM naltrexone induced a 
spreading of the cells on the surface, correlating the increase of the reflectance observed in 
the SPR signal. This is exemplified by a decrease of the intercellular spaces (Fig. 8E; white 
arrows). Conversely, stimulation with 10 µM CTAP had the opposite effect. CTAP induced 
a contraction of the cells accompanied by an enlargement of the intercellular spaces (Fig. 
8F; white arrows), which correlates with a decrease in the reflectance observed in the SPR 
signal. The absence of potential off-target effects of the antagonists was confirmed by SPR 
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measurements on HEK-Mock cells (results not shown). To assess the viability of the cells 
treated with PTX, we measured their ability to respond to epidermal growth factor (EGF), a 
tyrosine kinase receptor agonist. As shown in Fig. 9, a 20 h treatment with PTX did not 
significantly affect the SPR response triggered by EGF.        
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Figure 5: Concentration-dependent effect of DAMGO and morphine on SPR 
responses. Representative SPR signals obtained for each concentration of DAMGO (A) 
and morphine (B). Both agonists induced a concentration-dependent increase of the 
amplitude in the SPR responses with a maximum at 100 nM. This effect is blocked by a 
pretreatment with 10 µM of CTOP. The signal amplitude and maximal slope were 
quantified and the results are reported in table 1. Symbols legend. +:addition of vehicle; 
#:addition of CTOP; *:addition of the agonist.   
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Table 1. Agonist-sensitive profile of the SPR responses generated by morphine and 
DAMGO. Signal amplitude and slope were calculated for the SPR signals obtained 
following stimulation with increasing concentrations of morphine and DAMGO. RVU is an 
arbitrary unit (1 RVU = 0.001 unit of reflectance). The results are reported as the mean ± 
S.E.M (n= 5-6). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 (one-way ANOVA followed by a 
Bonferroni's post hoc test, compared with 1 nM results) 
 
 
 
Agonist 
concentration 
(nM) 
 
Amplitude 
(RVU) 
Slope  
(RVU/min) 
 DAMGO Morphine DAMGO Morphine 
1     50 ± 4     30 ± 2       41 ± 2      32 ± 2 
10     99 ± 6 *     87 ± 7 *** 65 ± 4 *   62 ± 5 *** 
100   137 ± 11 ***   131 ± 8 ***       58 ± 4   64 ± 4 *** 
1000   118 ± 12 ***   116 ± 10 ***       54 ± 8 58 ± 6 ** 
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Figure 6: Implication of MOP internalization in the SPR responses of DAMGO and 
morphine. Representative SPR responses obtained with a pretreatment with 80 µM 
dynasore before stimulation with 100 nM morphine (A) or 100 nM DAMGO (B). For 
comparison purposes, the SPR signals generated with a concentration of 100 nM from Fig. 
5 were placed in the same graph. The pretreatment with dynasore affected the maximal 
amplitude of the SPR signals of both agonists. Signal amplitude and maximal slope were 
quantified and the results are reported in table 2. Symbols legend: +: addition of vehicle; *: 
addition of the agonist. 
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Figure 7: Implication of G proteins and ERK1/2 in SPR responses of DAMGO and 
morphine. Representative SPR responses obtained with a pretreatment with 400 ng/mL 
CTX, 100 ng/mL PTX or 2 µM U0126 before 100 nM morphine (A-C) and 100 nM 
DAMGO (B-D) stimulations. For comparison purposes, SPR signals generated with a 
concentration of 100 nM from Fig. 5 were placed in the same graph. The pretreatments 
with CTX and U0126 affected the maximal amplitude of SPR signals of both agonists, 
whereas the pretreatment with PTX completely blocked the SPR responses. Signal 
amplitude and maximal slope were quantified and the results are reported in table 2. 
Symbols legend. +:addition of vehicle; #:addition of U0126; *:addition of the agonist. 
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Table 2. Effect of pharmacological inhibition of several pathways on the signal 
parameters of the SPR signatures of morphine and DAMGO. Signal amplitude and 
slope were calculated for the SPR signals obtained following a stimulation with 100 nM of 
agonist with indicated pretreatments. RVU is an arbitrary unit (1 RVU = 0.001 unit of 
reflectance). The results are reported as the mean ± S.E.M (n= 5-6). * p < 0.05, ** p < 0.01, 
*** p < 0.001 (one-way ANOVA followed by a Dunnett's post hoc test, compared with 
control results) 
 
 
Pharmacological 
inhibitor 
 
Amplitude 
(RVU) 
Slope  
(RVU/min) 
 DAMGO Morphine DAMGO Morphine 
Control     137 ± 11     131 ± 8 58 ± 4       64 ± 4 
Dynasore     112 ± 3 *     100 ± 4 ** 66 ± 4       60 ± 5 
CTX       92 ± 4 ***       70 ± 4 *** 52 ± 2       44 ± 2 ** 
U0126     108 ± 4 *       80 ± 5 *** 63 ± 3       50 ± 4 
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Figure 8: SPR responses induced by MOP antagonists. Representative SPR responses 
obtained for naltrexone (A), naloxone (B), CTAP (C) and CTOP (D) with and without 
pretreatment with 100 ng/mL of PTX. E,F. Phase-contrast microscopy assays performed 
with naltrexone and CTAP, respectively. Correlation between SPR measurements and 
phase-contrast microscopy assays can be made using roman numerals indicated by dark 
arrows in panels A and C and at the top right of panels E and F. All of these MOP 
antagonists generated detectable SPR signals and these signals were blocked with a 
pretreatment with PTX. These responses are correlated with changes in cell morphology 
because naltrexone induced a spreading and CTAP, a contraction. Symbols legend: +: 
addition of vehicle; *: addition of the antagonist. 
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Figure 9: EGF-induced SPR response. Representative SPR responses obtained after a 
stimulation with 25 ng/mL EGF, with or without a pretreatment with PTX. SPR response of 
EGF is unaffected by the pretreatment with PTX. Symbols legend: +: addition of vehicle; *: 
addition of EGF.  
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BRET experiments 
A considerable proportion of ligand-induced SPR responses were PTX sensitive, 
suggesting that reflectance changes by agonists and antagonists all required functional Gαi/o 
proteins. We had previously used BRET-based biosensors to show that occupation of delta 
opioid receptors by ligands of different efficacies all induced significant but distinct 
conformational rearrangements among heterotrimeric Gαβγ subunits (Audet et al., 2008). 
Thus, it was of interest to determine whether MOP ligands which modified the basal SPR 
signal were also able to perturb in any way the interaction among Gαβγ subunits. To 
answer this question we used BRET-based biosensors that monitor small conformational 
changes at the interface of the Gα subunit and Gβγ dimer (Audet et al., 2008). In particular 
the donor was Gαi1 tagged with RLuc at position 91 of the helical domain and the acceptor 
was Gγ2 bearing GFP at the amino-terminus (see Fig. 10B). Consistent with SPR data and 
with the notion that MOP ligands of different efficacies induce conformational changes 
among heterotrimeric subunits, DAMGO, naltrexone, and CTAP all induced concentration 
dependent decreases in basal energy transfer. Furthermore, BRET changes induced by the 
agonist DAMGO were greater than those induced by naltrexone and CTAP, which in turn 
did not differ from one another (Figure 10A).  
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Figure 10: BRET-monitored 
conformational changes at the Gα-βγ 
interface of Gαi by MOP antagonists. 
(A). Decrease in BRET signal induced by 
DAMGO (circle), naltrexone (triangle), 
and CTAP (square). Dose responses curves 
were compared by two-way ANOVA 
which indicated an effect of drug 
(p<0.001), an effect of concentration 
(p<0.001) and an interaction (p<0.001; 
n=5-6). Further analysis indicated that dose 
response curves by naltrexone and CTAP 
differed from DAMGO (p<0.001) but not 
among each other. (B) Schematic 
representation of the putative 
conformational changes induced by 
different ligands at the Gα-βγ interface as 
assessed by the Gαi1-Luc91/GFP-Gγ2 
BRET biosensor. The ligand-free receptor 
is predominantly inactive as is the G 
protein. In this situation the donor BRET 
tag on the helical domain of Gαi1 (Rluc, 
represented in blue) and the acceptor tag on 
the N-terminus of Gγ2 (GFP, represented 
in green) are close to one another 
generating measurable basal energy 
transfer. Binding of a full agonist produces 
a large decrease in BRET which is 
consistent with a large displacement of the 
Gα helical domain away from the Gγ2 tag. 
Binding of partial agonist produces a 
smaller displacement. Being efficacious 
agonists, displacements by both ligands are 
expected to induce GDP-GTP nucleotide 
exchange, although reduced displacement 
of BRET tags by the partial agonist would 
suggest a more restricted exchange than for 
the full agonist. Binding of an inverse 
agonist also induces conformational 
changes that separate donor-acceptor tags 
at the Gα-βγ interface but this 
rearrangement would lock the G protein in 
a conformation that does not allow 
nucleotide exchange. The topography of 
Gαβγ trimer and its interaction with the 
receptor were represented as in Rasmussen 
et al, 2011. 
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Discussion 
 
The aim of this study was to assess downstream signaling cascades of the mu opioid 
receptor (MOP) in live cells using the label-free approach Surface Plasmon Resonance 
(SPR) spectroscopy. Our hypothesis was that different ligands acting on MOP would 
generate distinct SPR signatures due to the selective activation of the downstream signaling 
cascades. The contribution of three important components of MOP signaling 
(internalization of the receptor, G protein coupling, and ERK1/2 activation) was 
investigated on the SPR signals triggered by multiple ligands.  
SPR spectroscopy is based on the quantification of discrete variations of molecular density 
(i.e., refractive index) within the evanescent field created at the surface of a thin gold layer 
on which the cells are cultured. Because the plasma membrane of cultured cells is largely 
confined in the evanescent field, minute changes in mass distribution (e.g. addition/retrieval 
of proteins) at or in the vicinity of the plasma membrane affect the integrated SPR signal 
(Fang et al., 2006).  
In the present study, analysis of the SPR signals triggered by increasing concentrations of 
morphine and DAMGO revealed an initial slope that peaked at 10 nM whereas the maximal 
amplitude of the signal was reached at 100 nM. The reasons why the maximal slope and 
amplitude were not reached at the same concentrations is not clear but we hypothesize that 
the slope of the SPR signal represents the rate of activation of the cellular processes, likely 
dependent on the rate of receptor occupation, while the maximal amplitude of the signal is 
reached at saturating concentrations, i.e. when receptor occupation is maximal.  
Because receptor internalization includes the removal of cell surface proteins and 
phospholipids, we expected that internalizing and non-internalizing agonists would produce 
distinct SPR signatures. In transfected cells, most MOP agonists but morphine are known to 
induce a rapid internalization of the receptor (Keith et al., 1998). In the current study, we 
observed that morphine elicited a limited, dynasore-sensitive increase in the 
intracellular/cell membrane pixels ratio over control. We also confirmed that DAMGO 
induced a robust internalization of MOP. Surprisingly, the SPR analyses failed to reveal 
any difference between the signals triggered by morphine and DAMGO. It is likely that the 
negative contribution of internalization is masked by cellular processes occurring 
simultaneously but contributing positively to the signal, such as an increased cell adhesion. 
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Similar conclusions have been drawn for β2AR agonists (Fang and Ferrie, 2008). On the 
other hand, we observed that inhibition of dynamin affects both morphine- and DAMGO-
induced ERK1/2 activation and SPR responses. Considering that DAMGO and morphine 
displayed different receptor internalization profiles but that their signaling properties were 
still inhibited to a similar extent by dynasore, our results suggest that dynamin may have an 
internalization-independent role in MOP-mediated signaling, as previously suggested by 
others (Whistler and von Zastrow, 1999). Although the precise mechanisms linking 
dynamin to MOP’s downstream signaling cascades remain to be identified, the actin 
cytoskeleton and proteins interacting with dynamin are putative candidates (Ferguson and 
De Camilli, 2012).  
In an effort to distinguish the responses triggered by morphine and DAMGO, we have also 
monitored the ERK1/2 signaling cascade and its contribution to the SPR signals. Our 
results revealed that the inhibition of ERK1/2 with U0126, a potent MEK inhibitor, 
significantly reduced the maximal amplitude of the SPR responses induced by both MOP 
agonists. Other groups previously showed that the maximal responses triggered by 
morphine and DAMGO were barely affected by U0126 (Codd et al., 2011; Morse et al., 
2011). Although Epic® (Morse et al., 2011) and SPR (current study) are dynamic mass 
redistribution optical biosensors, their detecting systems are slightly different. Therefore, 
the difference observed is likely due to the ability/sensitivity of the systems to detect 
specific cellular events.  
Over the years, several GPCRs were analyzed using optical- and impedance-based 
biosensors (Peters et al., 2010). Among them, the Gαi-coupled muscarinic type 2 receptor 
(M2R) was studied on both platforms. Interestingly, the signal produced upon the 
activation of M2R by an agonist is similar to the signals we observed after the activation of 
MOP. Here, we found that the inhibition of Gαi with pertussis toxin (PTX) abolished 
agonist-induced phosphorylation of ERK1/2, as well as the typical SPR signal. The PTX 
sensitivity of MOP-mediated ERK1/2 activation is not novel (Li and Chang, 1996; 
Belcheva et al., 1998). However, the fact that PTX totally abolished the SPR responses is 
puzzling. One could argue that an overnight PTX treatment of HEK cells could have 
affected their viability/integrity. However, we demonstrated that this was not the case 
because PTX failed to abolish the SPR signature induced by the activation of the epidermal 
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growth factor receptor, confirming that Gαi signaling is essential to initiate the MOP-
mediated signaling cascades measured by SPR. 
We found that the treatment of HEK FlagMOP cells with CTX had no effect on morphine- 
and DAMGO-induced ERK1/2 phosphorylation. Surprisingly, CTX significantly modified 
the SPR signatures of both MOP agonists. CTX treatment is known to elicit an increase in 
intracellular cAMP levels (Guerrant et al., 1974). cAMP binds and activates numerous 
proteins involved in various cellular processes, including the regulation of cell morphology. 
Morse and collaborators also found that a CTX treatment induces a decrease in the Epic® 
signals generated by some MOP agonists and suggested an implication of Gαs (Morse et al., 
2011). Although it cannot be entirely ruled out, the direct implication of Gαs in generating 
the morphine- and DAMGO-mediated SPR signals is unlikely. Indeed, because it has been 
shown that label-free biosensors can reveal dual G protein signaling (Scott and Peters, 
2010), any Gαs-mediated effect would have been observed in the presence of PTX. 
Together, our observations suggest that the agonist-induced SPR responses are influenced 
by cAMP levels, possibly by affecting cell morphology.  
One of the most intriguing findings of this study is the SPR responses induced by MOP 
antagonists. Our phase-contrast microscopy analysis revealed that these SPR signals are 
correlated with changes in cell morphology. Considering similarities with SPR signals 
induced by morphine and DAMGO, one possible interpretation is that the smaller, PTX-
sensitive SPR changes induced by naltrexone, naloxone and CTOP reveal partial agonist 
properties rather than neutral antagonists. Indeed, previous studies in heterologous systems 
expressing MOPs indicate that naloxone inhibits cAMP production in a PTX-dependent 
manner (Fukuda et al., 1998). Moreover, our experiments assessing energy transfer at the 
Gα-βγ interface revealed that naltrexone induced a concentration-dependent decrease in 
BRET (cf. Fig. 9A). A decrease in BRET at this interface is consistent with recent 
crystallographic evidence indicating that activation of the G protein by an agonist-occupied 
receptor is associated with displacement of the helical domain of the Gα subunit away from 
the free terminal ends of Gβ and Gγ subunits (Rasmussen et al., 2011).  Interestingly, the 
SPR signature triggered by CTAP differs from all other responses described in this study. 
Indeed, CTAP induced a decrease in reflectance while all other tested MOP ligands 
produced an increase. Based on the SPR signals, CTAP therefore behaves as an inverse 
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MOP agonist. In support of our findings, CTAP has been previously described as an 
inverse agonist (Divin et al., 2009). Surprisingly, we observed no difference between the 
BRET responses induced by CTAP and naltrexone. We have previously observed that delta 
opioid receptor partial and inverse agonists could similarly modify energy transfer at one 
vantage point, but the overall conformational rearrangement at the Gα-βγ interface was still 
different when observed from other ones within the Gα subunit (Audet et al., 2008). A 
graphic representation of possible conformational changes imposed on the Gα-βγ interface 
by ligands of different efficacies is shown in Fig. 9B. The implication of Gαi in the 
signaling of CTAP is therefore most likely the consequence of the constitutive activity of 
MOP (Burford et al., 2000). In the presence of PTX, the constitutive activation of Gαi is 
abolished (Seifert and Wenzel-Seifert, 2002) which, by way of consequence, impairs the 
ability of CTAP to elicit a biological response. Accordingly, we found that the SPR 
response induced by CTAP was blunted in the presence of PTX. Finally, it is worth noting 
that a SPR response was observed with concentrations of agonists as low as 1 nM whereas 
no difference in the BRET signal was observed until 10 to 100-fold concentrations were 
used (compare Fig. 9A with Fig. 5B and Fig. 8A, C). We have previously shown that the 
BRET signals produced by G protein BRET biosensors following opioid stimulations 
reached a steady after 2 minutes (Audet et al., 2012; Richard-Lalonde et al., 2013). Since 
we performed the BRET2 readings 5 minutes after the addition of the ligands, which also 
corresponds to the maximal SPR response, SPR appears to be more sensitive in detecting 
signaling events occurring after ligand binding and receptor activation than BRET2 
biosensor. Interestingly, our SPR results also revealed that the relation between agonist 
concentration and the maximal reflectance is biphasic while a monophasic response was 
observed in the BRET experiments. This may be explained by the fact that BRET 
experiments are designed to detect a single parameter, i.e conformational changes within 
the Gαi heteromer, whereas the purpose of SPR is to evaluate the integrated cell response.    
Based on previous studies from our group (Cuerrier et al., 2008; Simard et al., 2013), we 
propose that an important contribution to the SPR signal following stimulation with MOP 
agonists, as well as MOP so-called antagonists, could be due to a Gαi- and ERK1/2-
dependent actin cytoskeleton rearrangement. Accordingly, our results revealed an important 
role of ERK1/2 and Gαi in the generation of the SPR signal evoked by the activation of 
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MOP. In conclusion, our findings show that SPR spectroscopy is highly effective and 
sensitive in monitoring the integrated cell signaling upon stimulation of GPCRs, which 
could also represent a technical asset to address functional selectivity. 
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4. DISCUSSION 
 
4.1 Retour sur l'article 
 
 L'objectif de mon projet de maîtrise était d'utiliser un biosenseur sans marqueur 
comme approche expérimentale pour l'étude de la signalisation intracellulaire induite à la 
suite de l'activation du récepteur opioïde mu (MOP) par deux différents agonistes de MOP, 
soit le DAMGO et la morphine. Puisque ces deux agonistes possèdent des propriétés de 
signalisation nettement distinctes (Keith et al., 1998), nous voulions parvenir à établir un 
profil de signalisation à partir des patrons de signaux SPR. Nous nous sommes 
principalement intéressés à trois importantes cascades de signalisation de MOP, soit 
l'implication des protéines G, l'activation de ERK1/2 et l'internalisation du récepteur. Nous 
avons d'abord validé, dans notre modèle cellulaire, les évidences de la littérature selon 
lesquelles une stimulation au DAMGO induit une forte internalisation de MOP, 
contrairement à la morphine qui entraîne plutôt une internalisation minimale du récepteur. 
De plus, nos résultats concernant l'activation de ERK1/2 par le DAMGO et la morphine 
sont également en accord avec la littérature, à savoir que le pic de stimulation survient très 
rapidement après l'ajout de l'agoniste tandis que les niveaux de phosphorylation reviennent 
à l'état basal 30 minutes après la stimulation (Fukuda et al., 1996). Par ailleurs, nos résultats 
montrent qu'un prétraitement à la toxine pertussique (PTX) inhibe la phosphorylation de 
ERK1/2 induite par le DAMGO et la morphine, ce qui avait également déjà été rapporté 
dans la littérature (Belcheva et al., 1998), en plus d'inhiber complètement les réponses SPR 
déclenchées par ces deux agonistes. De plus, nos résultats montrent que l'inhibition de la 
dynamine diminue la réponse activatrice du DAMGO et de la morphine, autant du point de 
vue de l'activation de ERK1/2 que de la réponse SPR. Ensuite, nos résultats montrent qu'un 
prétraitement à la toxine du choléra (CTX) n'a aucun effet sur les réponses de 
phosphorylation de ERK1/2 induites par le DAMGO et la morphine, alors que ce même 
traitement entraîne une forte diminution de l'amplitude des signaux SPR de ces deux 
agonistes. Nos résultats montrent également une baisse de l'amplitude des signaux SPR du 
DAMGO et de la morphine à la suite d'un prétraitement au U0126, un inhibiteur de 
 
 
 90 
MEK1/2. Finalement, et de façon de tout à fait intéressante, nos résultats montrent que 
plusieurs ligands de MOP identifiés comme des antagonistes produisent des signaux 
détectables par SPR, signaux qui sont complètement bloqués par la PTX et qui peuvent être 
corrélés à des modifications morphologiques des cellules, ouvrant ainsi la porte à des 
phénomènes de signalisation qui seraient déclenchés par ceux-ci. 
 
 
4.2 Les approches sans marquage pour l'étude de la signalisation de MOP 
 
 Les approches sans marqueurs, en raison de leurs nombreux avantages, sont de plus 
en plus utilisées comme outils pour étudier la signalisation découlant de l'activation des 
RCPG. En effet, des travaux ont montré, en utilisant le récepteur β2-AR comme modèle, 
qu'il était possible de décortiquer le signal découlant de l'activation de ce récepteur suite à 
une stimulation avec l'isoprotérénol et d'y associer la contribution de voies de signalisation 
spécifiques (Stallaert et al., 2012). De façon similaire, la signalisation du récepteur MOP a 
récemment fait l'objet d'une étude au moyen d'une plateforme sans marquage, plus 
précisément à partir du système Epic®. Les auteurs de cette étude se sont intéressés à des 
paramètres similaires aux nôtres, soit l'implication des protéines G et de différentes kinases 
telles que PI3K, p38, JNK et ERK1/2, dans la signalisation d'une banque de 42 ligands 
opioïdes (Morse et al., 2011). De manière intéressante, les résultats que nous avons obtenus 
diffèrent de ceux présentés dans cette étude. En effet, ils ont caractérisé le naltrexone et le 
naloxone à l'aide de leur système et ces deux antagonistes de MOP n'induisent aucun signal 
détectable, contrairement à ce que nous avons obtenu alors que ces deux antagonistes 
génèrent des signaux aisément détectable par SPR. De plus, leurs résultats montrent que le 
prétraitement avec le U0126, un inhibiteur de MEK et donc de la phosphorylation de 
ERK1/2, n'a aucun effet sur la réponse induite par le DAMGO alors que dans notre étude, 
le U0126 induit une baisse significative de l'amplitude de la réponse du DAMGO. Une 
autre étude réalisée avec le système Epic® a montré des observations similaires, à savoir 
que l'inhibition des kinases ERK1/2 par le U0126 n'affecte pas la réponse de la morphine 
(Codd et al., 2011). Malgré le fait que ces deux systèmes soient basés sur un principe 
optique et conçus pour détecter les changements d'indice de réfraction au niveau du champ 
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évanescent associé à une redistribution dynamique de la masse, il est possible que ces deux 
systèmes diffèrent quant à leur capacité de détecter la signalisation de ERK1/2 autant que 
celle induite par les antagonistes. Néanmoins, pour ce qui est de l'absence d'effet du U0126 
observée dans l'étude de Fang et collaborateurs, il demeure possible que ce soit à cause 
d'effets non spécifiques reliés à son utilisation à haute concentration (Dokladda et al., 2005; 
Ripple et al., 2013; Wauson et al., 2013). Malgré tout, les résultats que nous avons obtenus 
soulèvent plusieurs questions qui doivent être adressées, notamment l'absence de 
différences entre le DAMGO et la morphine, l'effet de la dynasore et les signaux générés 
par les antagonistes. 
 
 
4.3 Pourquoi n'observe-t-on pas de différences entre le DAMGO et la morphine? 
 
 Nos résultats SPR ne montrent aucune différence entre la morphine et le DAMGO, 
alors que ces deux agonistes de MOP présentent des propriétés de signalisation bien 
distinctes (Keith et al., 1998). Pourtant, il aurait été justifié de croire que l'internalisation 
apporte une nette contribution négative sur le signal détecté, car la membrane cellulaire se 
situe à l'intérieur du domaine de détection (Fang et al., 2006). De plus, la formation et 
l'invagination d'une vésicule impliquent d'importantes modifications de la composition de 
la membrane cellulaire, notamment due à un retrait de phospholipides et de protéines, en 
plus d'une importante réorganisation du cytosquelette d'actine (Laroche et al., 2005), ce qui 
devrait influencer l'indice de réfraction au niveau du champ évanescent. Or, les profils SPR 
du DAMGO et de la morphine, autant les signaux bruts que ceux obtenus après un 
prétraitement avec la dynasore, ne démontrent aucune différence notable. Considérant que 
la stimulation avec ces deux agonistes entraîne un important étalement cellulaire et donc, 
une augmentation de l'adhésion cellulaire sur la surface menant à une augmentation de la 
réflectance, il est possible que la contribution négative de l'internalisation soit masquée par 
un ou plusieurs processus cellulaires ayant lieu simultanément, mais qui contribuent de 
manière positive au signal. Une autre possibilité serait que, d'un point de vue dynamique, la 
portion de membrane qui est incorporée dans la vésicule d'endocytose est très rapidement 
comblée par les sections de membrane avoisinantes. Ce faisant, il n'y aurait qu'une très 
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faible variation de la densité moléculaire au niveau du champ évanescent, rendant ainsi la 
SPR incapable de détecter l'internalisation. Autant pour la première possibilité que pour la 
deuxième, il devient impossible d'observer une différence évidente entre le DAMGO et la 
morphine. Ce phénomène n'est pas unique pour le récepteur MOP puisque des conclusions 
similaires ont été tirées pour les récepteurs β2-AR (Fang et Ferrie, 2008). Outre 
l'internalisation, d'autres importantes distinctions dans leurs propriétés de signalisation ont 
été relevées. En effet, tel qu'évoqué dans l'introduction, la morphine active une signalisation 
biaisée vers la protéine kinase C, contrairement au DAMGO (Chu et al., 2010). À l'opposé, 
il a été montré que le DAMGO active la voie de la signalisation de la kinase p38, 
contrairement à la morphine (Mace et al., 2005). Ainsi, il pourrait être pertinent d'étudier 
ces deux cascades de signalisation afin de poursuivre la caractérisation des résultats SPR 
obtenus et de potentiellement identifier une implication différentielle de certaines voies de 
signalisation. Outre l'identité des voies de signalisation qui semble inappropriée, il est 
possible que les deux ligands en eux-mêmes soient la cause, à savoir qu'ils sont trop 
similaires quant à leurs propriétés de signalisation qui sont détectables en SPR. En effet, le 
DAMGO et la morphine démontrent une prédominance vers la signalisation dépendante de 
la protéine Gαi puisque le prétraitement avec la PTX inhibe complètement leurs réponses 
SPR. Or, certains ligands de MOP démontrent une nette prédominance pour la signalisation 
dépendante des β-arrestines (Rivero et al., 2012). L'étude de tels ligands pourrait permettre 
de distinguer les signaux induits par les β-arrestines de ceux induits par la protéine Gαi.   
  
  
 
 
 
 
4.4 La dynamine: partie intégrante de la signalisation de MOP? 
 
 La dynamine a d'abord été isolée à partir d'un cerveau de veau et identifiée comme 
étant une GTPase impliquée dans les propriétés mécaniques des microtubules (Shpetner et 
Vallee, 1989). Son implication dans l'internalisation n'a été révélée que plus tard, lorsqu'il a 
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été compris que le phénotype de paralysie lié à la température chez la drosophile 
(Drosophila melanogaster) était dû à des mutations présentes au niveau du gène de la 
dynamine qui provoquaient l'accumulation de vésicules au niveau de la membrane 
présynaptique (Koenig et Ikeda, 1989). Par la suite, des études ont révélé que la dynamine 
était partie intégrante du processus d'internalisation par la voie des clathrines et que son 
activité GTPase était cruciale dans ce processus. En effet, des mutants de la dynamine 
causant une perte de son activité GTPase, notamment le K44A, ont été créés et il s'est avéré 
que cette mutation bloquait l'internalisation (Herskovits et al., 1993; Damke et al., 1994).
  
 Néanmoins, nos résultats, autant ceux obtenus en SPR que ceux obtenus en 
immunobuvardage de type Western, montrent que la dynasore (un inhibiteur de l'activité 
GTPasique de la dynamine, empêchant la fission de la vésicule en formation (Macia et al., 
2006)) inhibe autant les réponses induites par la morphine que celles induites par le 
DAMGO, alors que ces deux agonistes montrent un profil d'internalisation complètement 
différent, suggérant ainsi que la dynamine, en plus de son rôle bien connu dans 
l'internalisation, aurait également un rôle, direct ou indirect, dans la signalisation de MOP. 
Whistler et von Zastrow ont émis la même hypothèse suite à leurs observations montrant 
que non seulement l'activation de ERK1/2 par l'étorphine, mais également celle induite par 
la morphine, étaient bloquées par l'expression d'un dominant négatif de la dynamine 
(Whistler et von Zastrow, 1999).  
 
 Malheureusement, comme ce possible rôle de la dynamine dans la signalisation 
cellulaire est encore méconnu, la nature des mécanismes liant la dynamine à la signalisation 
demeure inconnue. Je propose tout de même deux mécanismes potentiels pour expliquer 
comment la dynamine peut participer autant dans la réponse d'activation de ERK1/2 que 
dans les réponses SPR du DAMGO et de la morphine malgré leur nette différence quant à 
leur capacité d'induire l'internalisation de MOP. D'une part, il est possible que l'implication 
de la dynamine soit plus indirecte, à savoir que l'activation de ERK1/2 par MOP nécessite 
l'internalisation d'un autre composant membranaire. Il a été montré que l'expression d'un 
dominant négatif de la dynamine bloque l'activation de ERK1/2 induite par une stimulation 
de l'EGFR, suggérant ainsi que l'internalisation du EGFR est nécessaire à la 
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phosphorylation de ERK1/2 (Vieira et al., 1996). Par la suite, des chercheurs ont émis 
l'hypothèse selon laquelle l'activation de ERK1/2 par certains RCPG, dont l'implication de 
l'EGFR dans ce processus est bien connue, serait sensible à des inhibiteurs de 
l'internalisation et ce, indépendamment si le récepteur lui-même est en mesure ou non d'être 
internalisé (Pierce et al., 2000). Ainsi, ils ont utilisé comme modèles les récepteurs β2-AR 
et α2A-AR, le premier étant en mesure d'induire l'internalisation et le deuxième, non. Leurs 
résultats montrent que l'inhibition de l'internalisation, sous trois différentes manières soit 
l'utilisation de la monodansylcadavérine (un agent stabilisant l'assemblage des clathrines), 
l'expression d'un dominant négatif de la dynamine et l'expression d'une forme tronquée de 
la β-arrestine1, entraîne une baisse du niveau de phosphorylation de ERK1/2 suite à la 
stimulation de chacun de ces deux récepteurs et également de l'EGFR. De plus, leur étude a 
également montré que l'activation de ERK1/2 par ces trois récepteurs est inhibée par un 
prétraitement avec la tyrphostin AG1478, un inhibiteur de la phosphorylation sur résidus 
tyrosine du EGFR (Pierce et al., 2000). Ainsi, considérant que ces récepteurs sont connus 
pour activer la voie ERK1/2 via la transactivation de l'EGFR et que l'internalisation de 
celui-ci y joue un rôle important, leurs résultats expliquent pourquoi la signalisation de 
certains RCPG, incluant ceux n'étant pas internalisés, est sensible aux inhibiteurs de 
l'internalisation. Or, tel qu'énoncé dans l'introduction, il a été montré que l'activation de la 
voie ERK1/2 à la suite d'une stimulation de MOP implique la transactivation de l'EGFR 
dans un modèle de cellules HEK (Belcheva et al., 2001). Ainsi, il est possible que 
l'activation de MOP, dans le modèle cellulaire que nous avons utilisé, induise la 
phosphorylation de ERK par des mécanismes partiellement dépendants de la transactivation 
et de l'internalisation de l'EGFR, à l'instar des récepteurs β2-AR et α2A-AR précédemment 
présentés, puisque nos résultats montrent que la phosphorylation de ERK1/2 induite par le 
DAMGO et la morphine est réduite de moitié par la dynasore. Cette inhibition partielle de 
l'activation des ERK1/2 pourrait également expliquer l'effet de la dynasore en SPR, à savoir 
que son effet sur l'amplitude des réponses du DAMGO et de la morphine est nettement 
moindre que l'inhibition complète induite par le prétraitement avec le U0126, un inhibiteur 
de la kinase responsable de la phosphorylation de ERK1/2.  
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 D'autre part, des études ont montré que l'activité GTPasique de la dynamine était 
impliquée dans la régulation du cytosquelette et ce, dans plusieurs structures riches en 
actine. En effet, il a été démontré que l'expression d'un dominant négatif entraînant la perte 
de l'activité GTPase induit une baisse du nombre de structures appelées comètes d'actine, 
qui sont principalement associées aux vésicules d'endocytose et dont la fonction est 
d'assurer le transport intracellulaire de ces vésicules, en plus d'entraîner également une 
diminution de leur longueur et de leur efficacité de mouvement (Orth et al., 2002). De plus, 
l'activité GTPase de la dynamine est aussi impliquée dans la régulation du cytosquelette 
d'actine retrouvé au niveau des podosomes, lesquels sont des structures d'adhésion 
présentes entre autres chez les ostéoclastes et les macrophages et responsables de leur 
motilité (Figure 9). D'ailleurs, il a été montré que l'expression d'un dominant négatif de la 
dynamine entraîne une désorganisation des podosomes et une diminution de l'activité de 
résorption osseuse des ostéoclastes (Bruzzaniti et al., 2005). Finalement, il a été démontré 
que l'expression d'un dominant négatif de la dynamine entraîne une importante 
modification de l'organisation du cytosquelette d'actine chez des podocytes, résultant en 
une altération de la morphologie de ces podocytes (Sever et al., 2007). Or, les biosenseurs 
sans marquage sont particulièrement sensibles aux changements morphologiques 
impliquant le cytosquelette d'actine (Fang et al., 2005). Certains groupes de recherche se 
sont intéressés à préciser l'implication de l'actine et de la morphologie cellulaire dans les 
signaux d'impédance générés par l'activation de plusieurs RCPG, soit les récepteurs M2R, 
M1R et CRF1 qui sont respectivement couplés à Gαi, Gαq et Gαs. En effet, il a été montré 
que ces signaux étaient complètement inhibés, ou du moins fortement diminués pour ce qui 
est du M1R, suite à un prétraitement avec un agent chimique entraînant une 
dépolymérisation de l'actine, soit la cytochalasin D (Peters et al., 2010), suggérant ainsi une 
forte implication du cytosquelette d'actine dans la redistribution dynamique de la masse 
responsable des signaux observés. Ainsi, il est possible que l'inhibition de la dynamine par 
un prétraitement avec la dynasore ait altéré l'organisation du cytosquelette. Ce faisant, les 
cellules sont moins efficaces dans leur changement morphologique induit par la stimulation 
de MOP, ce qui induit une diminution de l'amplitude des réponses SPR du DAMGO et de 
la morphine comparativement à la condition sans prétraitement. 
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Figure 10: Régulation du cytosquelette d'actine par la dynamine. 
La dynamine est impliquée dans la réorganisation du cytosquelette d'actine au niveau de 
plusieurs structures différentes, notamment au niveau des lamellipodes, des comètes 
d'actine et des podosomes. Reproduite avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: 
[Nature Reviews Molecular Cell Biology] (Shawn M. Ferguson and Pietro De Camilli 
(2012). Dynamin, a membrane remodeling GTPase. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., Vol. 13/No. 
2, p.75-88), Copyright (2012). 
 
 
4.5 Les antagonistes sont-ils réellement des antagonistes? 
 
 Plusieurs groupes de recherche se sont intéressés à la caractérisation des différents 
antagonistes du récepteur opioïde mu. Toutefois, la majorité d'entre eux ont privilégié 
l'utilisation de préparations de membranes au détriment des cellules vivantes, car les 
expérimentations pour arriver à classifier ces antagonistes sont plus faciles à réaliser dans 
ce contexte. Par ailleurs, pour ce qui est de MOP, peu de travaux ont été réalisés afin de 
caractériser les antagonistes connus de ce récepteur dans un contexte natif puisque la 
détection de l'effet de ces antagonistes est plus difficile dans ces conditions. Malgré tout, il 
a été montré que le naltrexone et le naloxone induisaient une augmentation, non 
significative toutefois, de la liaison du GTPγS dans un contexte de tissus natifs (Raehal et 
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al., 2005; Wang et al., 2007). Nos résultats SPR montrent plutôt une forte augmentation du 
signal de réflectance à la suite de l'ajout de naltrexone et de naloxone. De plus, l'inhibition 
des réponses induites par le naltrexone, le naloxone et le CTOP suite à un prétraitement 
avec la toxine pertussique dénote une forte implication de la protéine Gαi dans les réponses 
SPR observées. Ainsi, ces résultats montrent que ces antagonistes devraient plutôt être 
considérés comme des agonistes partiels de MOP. Des observations antérieures ont 
d'ailleurs montré que le naloxone pouvait se comporter comme un agoniste partiel de MOP 
dans un modèle d'expression. De fait, ces travaux démontrent que le naloxone inhibe la 
production d'AMPc induite par la forskolin et que cet effet est moins important que le 
DAMGO (Fukuda et al., 1998). Les résultats obtenus dans les essais de BRET montrent 
également que les antagonistes de MOP peuvent se comporter comme des agonistes 
partiels. En effet, nos données révèlent que le naltrexone induit un changement 
conformationnel au niveau de l'hétérotrimère Gαβγ et ce changement est de moindre 
amplitude que celui provoqué par le DAMGO, supportant ainsi le caractère d'agoniste 
partiel du naltrexone. Ces observations de BRET sont par ailleurs en accord avec de 
récentes évidences expérimentales de cristallographie montrant que l'activation d'un RCPG 
entraîne un éloignement de la sous-unité Gα vis-à-vis du dimère Gβγ (Rasmussen et al., 
2011). 
 
 Bien que la liaison du GTPγS soit une méthode couramment utilisée pour 
déterminer la nature de divers ligands, plusieurs auteurs sont prudents quant aux 
conclusions qu'il est possible d'établir avec ce type de résultats, principalement quand ces 
résultats concernent la caractérisation d'antagonistes. Ces auteurs soulignent qu'il peut être 
difficile de détecter l'effet des antagonistes en utilisant cette méthode en raison du niveau 
élevé de bruit de fond qui est associé à cette technique et en raison du fait qu'il puisse être 
nécessaire d'employer des conditions expérimentales très particulières pour détecter 
l'activité constitutive des RCPG par cette méthode (Raehal et al., 2005; Wang et al., 2007). 
De plus, en considérant le fait que nos résultats en SPR pour les antagonistes ont été 
réalisés dans les mêmes conditions que ceux obtenus pour les agonistes, il est possible que 
la sensibilité de détection accrue de la SPR ait permis de détecter la réelle réponse de ces 
 
 
 98 
antagonistes dans un contexte natif, alors que cette réponse aurait été sous-estimée par 
l'utilisation du GTPγS. 
  
 De manière très intéressante, les résultats obtenus en SPR pour le CTAP sont 
contraires à ceux qui ont été obtenus pour les autres antagonistes. En effet, contrairement au 
naltrexone et au naloxone qui induisent une augmentation de la réflectance, le CTAP 
entraîne une baisse importante de la réflectance. Ainsi, en se basant uniquement sur les 
signaux SPR du CTAP en comparaison avec ceux obtenus pour le DAMGO et la morphine, 
le CTAP serait un agoniste inverse de MOP. Ces résultats sont en accord avec des travaux 
antérieurs qui avaient également démontré que le CTAP agit comme un agoniste inverse de 
MOP. En effet, des travaux menés par Traynor et collaborateurs ont montré qu'un 
traitement de 24 heures avec 10 µM de CTAP entraîne une augmentation du nombre de 
récepteurs MOP présents à la membrane (Divin et al., 2009). Ce phénomène semble être 
spécifique pour les agonistes inverses. En effet, des résultats similaires ont été obtenus dans 
des études montrant qu'un traitement chronique au losartan et au ICI-174864, 
respectivement agonistes inverses du récepteur AT1A et du récepteur opioïde delta, 
induisent une augmentation significative du nombre de leurs récepteurs respectifs à la 
membrane (Zaki et al., 2001; Miserey-Lenkei et al., 2002). Par ailleurs, des agonistes 
inverses pour d'autres récepteurs également couplés à Gαi ont également pu être identifiés à 
l'aide de biosenseurs sans marqueurs. En effet, en utilisant le système CellKey, des études 
ont montré, au moyen de cellules CHO exprimant respectivement le récepteur D3 (Lee et 
al., 2008) et le récepteur CB1 (Scott et Peters, 2010), que plusieurs agonistes inverses bien 
connus de ces récepteurs induisent une diminution de l'impédance alors qu'une stimulation 
de ces récepteurs avec un agoniste entraîne une augmentation de l'impédance. À l'instar des 
essais de signalisation plus traditionnels, les signaux générés par des agonistes inverses sur 
des plateformes sans marquage sont à l'opposé de ceux induits par des agonistes et le CTAP 
serait bel et bien un agoniste inverse de MOP. Toutefois, de manière tout à fait surprenante, 
nos données de BRET révèlent que le CTAP induit un changement conformationnel 
similaire à celui du naltrexone, malgré l'importante divergence dans leurs réponses SPR. À 
la lumière de ces observations, nous avons donc formulé une hypothèse permettant de 
réconcilier autant les observations en BRET qu'en SPR. Notre hypothèse évoque la 
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possibilité qu'il soit impossible de distinguer ces deux ligands en vertu du fait  qu'ils 
produisent un changement de conformation, à partir du couple donneur-accepteur que nous 
avons utilisé, d'une amplitude similaire mais dans des directions opposées. De telles 
observations ont également été rapportées pour le récepteur DOP par l'équipe de recherche 
de notre collaboratrice, le Dr Graciela Pineyro. Cette étude démontre que des agonistes 
inverse et partiel peuvent respectivement produire un signal BRET similaire en ne 
considérant qu'un seul emplacement d'un couple donneur/accepteur mais que globalement, 
lorsque plusieurs emplacements sont pris en compte, ces deux types de ligands produisent 
bel et bien des signaux BRET fort différents (Audet et al., 2008). Ainsi, nos observations 
suggèrent, dans l'angle de vue unique utilisé, que le naltrexone induit un changement de 
conformation dans le même direction que le DAMGO, permettant ainsi l'échange de 
nucléotides, alors que le CTAP induit un changement dans le sens opposé, bloquant la 
protéine G dans son état inactif.  
 
 Nos résultats montrent également que la réponse du CTAP est sensible à la PTX 
puisque le prétraitement avec cette toxine inhibe complètement le signal induit par le 
CTAP. Des observations similaires ont été rapportées pour d'autres agonistes inverses pour 
le récepteur CB2R, également couplé à Gαi. En effet, il a été montré que le AM 630, un 
agoniste inverse du récepteur CB2, induit une diminution du signal lorsqu'étudié sur le 
système Epic et que cette réponse est complètement bloquée par un prétraitement avec la 
PTX (Codd et al., 2011). Il a été montré que la PTX empêche autant l'interaction entre la 
protéine G et le récepteur lié par un agoniste que l'interaction entre la protéine G et un 
récepteur activé de manière constitutive (Seifert et Wenzel-Seifert, 2002). Dans ce 
contexte, toute activité constitutive du récepteur MOP est dorénavant complètement inhibée 
et donc le CTAP, en tant qu'agoniste inverse, n'est plus en mesure d'induire une réponse 
SPR. Cette hypothèse permet également de réconcilier les observations présentées plus tôt 
pour le AM 630, à savoir que la PTX abolit l'activité constitutive du récepteur CB2, de 
sorte que le AM 630 ne peut plus générer de réponse. Le ICI-174864, au départ caractérisé 
comme un antagoniste du récepteur DOP, s'est plutôt révélé comme un agoniste inverse de 
ce récepteur puisqu'il induisait une augmentation des niveaux intracellulaires d'AMPc 
puisqu'un agoniste en aurait entraîné la diminution. Or, il a été montré que cet effet était 
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également bloqué par la PTX. Toutefois, les auteurs n'ont pu observer la réponse du ICI-
174864 qu'en présence de forskolin afin d'augmenter artificiellement l'AMPc intracellulaire 
(Chiu et al., 1996). Contrairement à cette étude, nous avons été en mesure de détecter la 
réponse du CTAP sans aucune altération des conditions intracellulaires. Ainsi, il apparaît 
probable que l'activité constitutive de MOP soit incluse dans les signaux SPR de base mais 
qu'elle soit masquée par des événements intracellulaires contribuant à la redistribution 
dynamique de la masse dans le même ordre de grandeur mais dans la direction opposée. La 
liaison du CTAP vient ensuite diminuer l'activité constitutive de MOP, ce qui résulte en une 
diminution de la réflectance du signal SPR.  
  
 Contrairement aux techniques traditionnelles utilisées pour l'étude de la 
signalisation intracellulaire, les biosenseurs sans marqueurs apparaissent comme une 
technique de choix pour identifier et étudier les agonistes inverses. En effet, il a été montré 
que le ICI-174,864, d'abord identifié comme antagoniste du récepteur opioïde delta, induit 
une diminution de l'activité GTPasique basale d'une préparation de membranes de cellules 
NG108-15 intactes (Costa et Herz, 1989), révélant ainsi son caractère d'agoniste inverse, 
alors qu'il ne montre pas de telles caractéristiques dans un modèle de cellules NG108-15 
vivantes (Costa et al., 1992). Les auteurs de cette étude ont donc proposé que certains 
facteurs cytosoliques ou bien la réorganisation du cytosquelette pourraient empêcher 
l'apparition d'une activité constitutive pour certains récepteurs et ainsi, limiter la détection 
des comportements d'agonistes inverses de certains ligands dans des modèles de cellules 
vivantes. Toutefois, il faut également considérer que les signaux SPR générés par le CTAP 
puissent être dus au fait que le CTAP soit en mesure d'activer une ou plusieurs voies de 
signalisation complètement distinctes de celles qui sont activées par le DAMGO et la 
morphine, et même par le naltrexone et le naloxone. Il faut aussi prendre en compte que les 
expérimentations ont été réalisées dans un modèle de cellules HEK surexprimant le 
récepteur MOP et que la surexpression de récepteurs peut affecter le comportement des 
ligands liant ces récepteurs. En effet, une étude, utilisant le récepteur β2-AR comme 
modèle, a démontré que le propanolol agissait comme antagoniste pour la voie de l'AMPc 
lorsque le niveau d'expression était suffisant pour détecter une réponse activatrice d'un 
agoniste tandis que le propanolol agissait comme agoniste inverse lorsque le niveau 
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d'expression du récepteur augmentait d'un facteur 100 (Chidiac et al., 1994). Ainsi, il serait 
pertinent de répéter les expérimentations SPR avec le CTAP, tout autant qu'avec les autres 
antagonistes, mais en utilisant des cellules exprimant de façon endogène le récepteur MOP, 
éliminant donc la variabilité au niveau de l'expression du récepteur. De plus, considérant les 
avantages fournis par les essais réalisés à l'aide de biosenseurs sans marqueurs, il est 
possible que l'approche sans marquage puisse réussir là où les méthodes biochimiques 
traditionnelles ont échoué et qu'il soit toujours possible de détecter les comportements 
agonistes inverses dans des modèles cellulaires exprimant de façon endogène les récepteurs 
d'intérêt. 
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5. CONCLUSION 
 
 En conclusion, l'objectif de cette étude était d'étudier la signalisation du récepteur 
opioïdergique mu par une approche sans marquage, soit la spectroscopie par résonance des 
plasmons de surface. Nous avons plus particulièrement ciblé trois cascades de signalisation, 
soit l'internalisation du récepteur, le couplage aux protéines G et l'activation de ERK1/2, 
déclenchée par une stimulation de MOP par la morphine ou le DAMGO, deux agonistes de 
MOP présentant des propriétés de signalisation distinctes. Notre hypothèse était que cette 
différence pourrait être décelée sur une plateforme sans marquage et permettre d'établir une 
signature SPR corrélée à la signalisation déclenchée. Nos résultats SPR ne montrent aucune 
différence notable entre la morphine et le DAMGO. Dans l'optique de disséquer les signaux 
obtenus, nous avons d'abord évalué la contribution de l'internalisation en inhibant la 
dynamine. Nos résultats montrent que les réponses SPR de ces deux agonistes, et même 
l'activation de ERK1/2, sont partiellement bloquées suite à l'inhibition de la dynamine. 
Ensuite, nous avons étudié l'implication des kinases ERK1/2 et nos résultats montrent que 
les ERK1/2 contribuent aux signaux des deux agonistes MOP. Finalement, nous avons 
ciblé le couplage aux protéines G et nos résultats démontrent que les signaux SPR générés 
par la morphine et le DAMGO sont initiés par l'activation de la protéine Gαi. Nous avons 
également étudié les réponses SPR de 4 ligands connus comme étant des antagonistes, soit 
le naloxone, naltrexone, le CTOP et le CTAP. Nous avons observé que chacun de ces 4 
antagonistes induit un signal SPR détectable, mais de moindre amplitude que ceux observés 
pour les agonistes. De manière intéressante, nous avons remarqué que le signal induit par le 
CTAP est à l'opposé de tous les autres signaux obtenus.  
 Cette étude démontre donc que la spectroscopie par résonance des plasmons de 
surface est une technique sans marquage très sensible pour étudier la signalisation 
déclenchée par la stimulation des récepteurs couplés aux protéines G, telle que l'activation 
de Gαi et de ERK1/2. De plus, cette étude montre que la SPR peut être utilisée pour 
identifier des agonistes partiels et des agonistes inverses. Toutefois, plusieurs questions 
demeurent encore sans réponse, telles que la possibilité de détection de l'internalisation et 
de la signalisation dépendante des β-arrestines, et l'identité des autres voies de signalisation 
responsables des signaux SPR obtenus.  
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6. SUITE DU PROJET 
 
6.1 Combiner SPR et fluorescence afin de mieux caractériser les événements 
cellulaires responsables des signaux SPR 
 
 Notre hypothèse de départ était que le DAMGO et la morphine présenteraient des 
différences notables dans leurs réponses SPR respectives dû au fait que le premier induit 
une internalisation robuste et le deuxième, non. Or, autant au niveau des signaux bruts que 
ceux après le prétraitement avec la dynasore, aucune différence évidente ne peut être notée 
entre le DAMGO et la morphine. Nos données portent donc à croire que l'internalisation 
serait indétectable par SPR. Or, il serait très important de le confirmer afin d'identifier ce 
que la SPR est en mesure de détecter. L'utilisation d'une nouvelle plateforme récemment 
développée dans nos laboratoires pourrait être un moyen d'y parvenir. Cette plateforme 
intègre la SPR et l'imagerie par la fluorescence. Quelques particularités du système 
conventionnel ont dû être modifiées pour s'adapter à l'utilisation de sondes fluorescentes, 
dont la longueur d'onde du laser ainsi que le métal utilisé pour le couplage des plasmons de 
surface (Figure 10). Tout de même, ce système fonctionne de façon similaire au système 
SPR conventionnel, à savoir que l'utilisation d'un laser incident va mener à la création du 
champ évanescent d'un ordre de grandeur similaire au SPR traditionnel. Contrairement à la 
microscopie par épifluorescence, seules les molécules présentes à l'intérieur du champ 
évanescent seront excitées et la fluorescence émise est maximale lorsque l'angle d'incidence 
du laser correspond à l'angle SPR. 
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Figure 11: Schéma de l'appareil SPEF développé au laboratoire 
Contrairement au SPR conventionnel, la plateforme de SPEF utilise un laser émettant dans 
le vert, des substrats d'argent recouverts d'une mince couche d'or et un système d'injection 
fluidique. De plus, pour observer la fluorescence, un objectif, un filtre passe-bandes et une 
caméra ont été ajoutés. Reproduite à partir de Biosensors and Bioelectronics, Vol. 50, 
Vincent Chabot, Yannick Miron, Paul G. Charette, Michel Grandbois, Identification of the 
molecular mechanisms in cellular processes that elicit a surface plasmon resonance (SPR) 
response using simultaneous surface plasmon-enhanced fluorescence (SPEF) microscopy, 
p.125-131, Copyright (2013), avec la permission d'Elsevier. 
 
         
 D'une part, une étude antérieure réalisée au laboratoire a permis de démontrer que le 
signal de fluorescence peut être corrélé au signal SPR lorsqu'on examine l'organisation du 
cytosquelette d'actine dans le contexte d'une stimulation avec l'angiotensine II. D'autre part, 
il a été montré que la SPEF peut également être utilisée pour la détection de biomolécules 
et pour l'imagerie des membranes cellulaires (He et al., 2006; Krupka et al., 2006; Wang et 
al., 2009). La SPEF pourrait être utilisée pour étudier l'internalisation de MOP et appuyer 
notre hypothèse selon laquelle l'internalisation ne contribue pas significativement à la 
somme des événements cellulaires détectés dans le champ évanescent. Sinner et 
collaborateurs ont montré qu'il est possible d'utiliser la SPEF pour caractériser l'expression 
membranaire d'un récepteur via une détection par un mélange d'anticorps primaires et 
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secondaires, les derniers étant couplés à un fluorophore (Krupka et al., 2006). Ainsi, je 
propose de réaliser l'expérience suivante pour étudier l'internalisation, à savoir de lier le 
complexe d'anticorps composé de l'anticorps primaire anti-Flag et de l'anticorps secondaire 
Alexa Fluor® 532 au récepteur Flag-MOP et ensuite de stimuler avec les différents ligands. 
 
 La SPEF pourrait également être utilisée pour caractériser l'implication de plusieurs 
voies de signalisation de MOP dans les signaux SPR obtenues, telles que l'activation de la 
protéine Gi ou le recrutement de certaines protéines comme la β-arrestine. Pour se faire, il 
suffit de produire un plasmide contenant le gène de la protéine d'intérêt auquel une protéine 
fluorescente, DsRed ou RFP afin de s'adapter aux modalités du système, est ajoutée. 
L'émergence de la sélectivité fonctionnelle représente un enjeu majeur actuellement et c'est 
le cas pour le récepteur MOP. Plusieurs études font état du fait que les β-arrestines seraient 
responsables des effets indésirables alors qu'à l'opposé, les ligands biaisés vers les protéines 
G montrent un plus grand potentiel thérapeutique. Ainsi, un outil permettant une distinction 
rapide des ligands biaisés vers les protéines G ou les β-arrestines représenterait un atout 
majeur dans la quête de meilleures thérapies pharmacologiques pour le traitement de la 
douleur. La SPEF pourrait bien être cet outil puisqu'elle permettrait d'observer le signal de 
fluorescence induit par ces deux protéines et de rapidement dresser une liste des candidats 
les plus intéressants. De plus, malgré le fait que cette méthode implique l'expression de 
protéines fluorescentes ou d'anticorps, elle confère certains avantages. D'abord, 
contrairement au FRET et au BRET qui demeurent à ce jour les méthodes les plus 
couramment utilisées pour étudier le recrutement des β-arrestines et des protéines G mais 
qui demandent l'expression de deux protéines fluorescentes, cette méthode n'en demande 
qu'une. Par ailleurs, contrairement aux techniques de microscopie traditionnelles, cette 
méthode permet de limiter le bruit de fond et le phénomène de photoblanchiment. Au final, 
la SPEF pourrait vraiment s'établir comme un outil de choix pour étudier la sélectivité 
fonctionnelle pour le récepteur MOP, mais aussi pour la grande majorité des RCPG. 
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6.2 Le cytosquelette est-il impliqué dans les réponses SPR observées? 
 
 Le cytosquelette est impliqué dans plusieurs processus cellulaires. En effet, le 
cytosquelette sert de support pour le maintien de la morphologie, d'ancrage pour permettre 
la signalisation intracellulaire, l'internalisation et le transport de macromolécules et agit 
comme force motrice pour la migration et la division cellulaire (Janmey, 1998; Schafer, 
2002; Stamnes, 2002). Le cytosquelette est composé de trois structures soient les filaments 
d'actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. Ces trois structures diffèrent 
autant du point de vue de la localisation que de la fonction. En effet, les filaments d'actine 
sont majoritairement situés tout près de la membrane plasmique et sont notamment 
impliqués dans la signalisation intracellulaire et dans la régulation de la morphologie 
cellulaire. Les filaments intermédiaires et les microtubules sont plutôt respectivement 
impliqués dans le maintien de la structure cellulaire et dans le transport intracellulaire 
(Fang et al., 2005). 
 
 Bien qu'étant principalement connus pour la régulation de certains effecteurs 
spécifiques, les récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G 
peuvent également être directement impliqués dans la régulation du cytosquelette. En effet, 
il a été montré que l'activation de plusieurs RCPG associés aux quatre principaux groupes 
de protéines G, soient les protéines Gαs, Gαi, Gαq et Gα12/13, peut entraîner d'importantes 
modifications au niveau de la morphologie cellulaire (Cotton et Claing, 2009). Plusieurs 
évidences suggèrent que certains RCPG peuvent directement, ou indirectement via un 
recoupement avec les voies de signalisation qu'ils déclenchent, activer les GTPases de la 
famille Rho (Cotton et Claing, 2009). En effet, il a été montré que certains récepteurs 
couplés à Gαi peuvent directement activer la GTPase RhoA et la GTPase Rac, 
principalement par la voie des kinases ERK1/2 via transactivation de l'EGFR et par la voie 
PI3K (Cotton et Claing, 2009). Or, il a été rapporté que l'activation de MOP est associée à 
ces deux voies de signalisation (Ai et al., 1999; Belcheva et al., 2001). Ainsi, il apparaît 
probable que les GTPases de la famille Rho soient non seulement au centre des effets 
morphologiques (i.e. phénomène d'étalement cellulaire) observés à la suite de la stimulation 
de MOP par la morphine et le DAMGO. D'une part, nos résultats montrent que les signaux 
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générés en SPR par le naltrexone et le CTAP peuvent être corrélés avec les changements 
morphologiques observés en microscopie en contraste de phase, puisque l'étalement et la 
contraction cellulaire, respectivement induits par le naltrexone et le CTAP, sont cohérents 
avec leurs signaux SPR. D'autre part, des expérimentations par SPR et par microscopie en 
contraste de phase réalisées antérieurement au laboratoire ont permis de montrer qu'une 
stimulation de cellules HEK exprimant le récepteur AT1 avec l'angiotensine induit une 
brève diminution de la réflectance (phase de contraction cellulaire), suivi d'une importante 
augmentation du signal SPR et ce, au-delà du niveau basal (phase d'étalement cellulaire) 
(Cuerrier et al., 2008). Ces travaux ont également montré qu'un prétraitement avec le Y-
27632, un inhibiteur de la RhoK, inhibe complètement la contraction cellulaire induite par 
l'angiotensine II, suggérant ainsi une grande implication de RhoK dans ce processus 
(Cuerrier et al., 2008). Ainsi, il est fort possible que la RhoK soit également impliquée dans 
les signaux SPR observés pour les agonistes de MOP. Pour confirmer ou infirmer son 
implication, il suffirait de prétraiter les cellules avec le Y-27632 et de les stimuler ensuite 
avec les agonistes et de comparer leurs réponses SPR. Son implication serait confirmée par 
une inhibition partielle ou complète des réponses SPR tandis que si elle n'est pas impliquée, 
les réponses SPR du DAMGO et de la morphine demeureront inchangées. 
 
 
6.3 Intégration de la SPR dans les différents projets du laboratoire 
  
 Plusieurs projets en cour au laboratoire pourraient vraiment bénéficier d'une 
intégration de la SPR. Un de ces projets porte sur l'identification de nouveaux partenaires 
protéiques pour mieux comprendre la signalisation de MOP. Les interactions protéine-
protéine sont au coeur de plusieurs fonctions cellulaires et il est possible d'identifier de 
nouvelles interactions via la biotinylation enzymatique. Cette méthode présente plusieurs 
avantages notables: 1) la biotine se lie de manière covalente aux amines primaires situées 
majoritairement sur la chaîne latérale des résidus lysine, 2) le niveau de biotinylation 
endogène est très faible et 3) il est facile de purifier les protéines biotinylées par la 
streptavidine (affinité de l'ordre du femtomolaire pour la biotine) (Cronan, 2005). Une des 
biotines ligases bien connues est BirA provenant de Escherichia coli. Toutefois, cette 
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enzyme est spécifique pour une seule protéine de cette bactérie, soit l'acétyl-CoA-
carboxylase (ACC). La réaction de biotinylation de la lysine par BirA s'effectue en deux 
étapes: 1) la biotine et l'ATP réagissent ensemble et forment une espèce réactive, bio-5'-
AMP, et libèrent un pyrophosphate inorganique; 2) le bio-5'-AMP  réagit ensuite avec 
l'ACC, formant ainsi une complexe covalent, et libère l'AMP (Choi-Rhee et al., 2004). De 
plus, comme BirA est hautement spécifique pour l'ACC de E.coli, l'espèce réactive formée 
suite à la réaction entre la biotine et l'ATP demeure dans le site actif de BirA. Pour rendre 
BirA moins sélective et ainsi permettre la libération de l'espèce réactive, des mutants de 
BirA ont été créés et le plus efficace d'entre eux est le mutant R118G, soit une arginine 
remplacée par une glycine en position 118 (Choi-Rhee et al., 2004). Le bio-5'-AMP est très 
instable et donc, très rapidement après sa libération du site actif, il aura tendance à réagir, 
menant ainsi à une biotinylation des protéines à proximité de BirA. Plusieurs outils ont été 
développés au laboratoire afin d'utiliser cette propriété de ce mutant de BirA. Un de ces 
outils est le modèle de cellules CHO (Chinese Hamster ovary cells) exprimant de manière 
stable des protéines de fusion combinant le récepteur opioïdergique mu et le mutant R118G 
de BirA. Comme le mutant est fusionné à MOP, les partenaires d'interactions de ce dernier 
seront liés à une biotine. Ainsi, à la suite d'une purification par la streptavidine, il sera 
possible d'isoler les protéines biotinylées et d'envoyer les échantillons à une plateforme de 
spectrométrie de masse pour les identifier. Tel qu'énoncé dans l'introduction, plusieurs 
différences ont été rapportées relativement aux propriétés de signalisation des différents 
agonistes de MOP. Il est donc probable que ces différences puissent être reflétées dans la 
nature de partenaires d'interactions qui seront identifiés par biotinylation de proximité suite 
à une stimulation par ces agonistes. La SPR pourrait ensuite être utilisée afin de vérifier 
l'implication de ces différents partenaires dans la signalisation respective de ces agonistes, 
apportant du même coup une évidence fonctionnelle à un résultat au départ biochimique. 
L'avenue de l'inhibition pharmacologique pourra être utilisée dans l'éventualité où des 
agents chimiques sont disponibles pour entraver la fonction cellulaire de certains 
partenaires identifiés à la suite de l'analyse par spectrométrie de masse. Toutefois, il est fort 
possible que l'identité et la fonction biologique de certains partenaires soient encore 
inconnues. Dans ce contexte, l'utilisation d'ARN interférents sera employée afin d'étudier la 
participation de ces partenaires dans la signalisation des différents agonistes de MOP. 
 
 
 109 
 Un deuxième projet pourrait également tirer avantage d'une implication de la SPR. 
Ce projet vise à élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires menant à la tolérance 
analgésique puisque la tolérance est un des effets secondaires associés à l'utilisation répétée 
d'opioïdes mais que, encore à ce jour, ces mécanismes sont méconnus. La SPR pourrait 
apporter un regard nouveau et améliorer la compréhension de ces mécanismes. En effet, 
plusieurs études visant à élucider ces mécanismes se concentrent sur des voies de 
signalisation bien définies alors que la SPR permet la détection des réponses cellulaires 
globales, sans aucune sélection des voies de signalisation. Ainsi, à l'opposé de notre étude 
dans laquelle nous nous sommes intéressés à l'effet d'une stimulation aigue sur la réponse 
SPR, il suffirait de traiter de façon chronique notre modèle cellulaire avec différents ligands 
de MOP puis d'observer la réponse SPR induite par une nouvelle stimulation de notre 
modèle avec ces mêmes ligands. Une option intéressante serait d'utiliser des agonistes de 
MOP n'induisant pas de tolérance, comme l'herkinorin et le TRV130, et comparer l'effet 
d'un traitement chronique de notre modèle avec ces agonistes comparativement à l'effet 
induit par des agonistes de MOP entraînant la tolérance, comme la morphine. Ce traitement 
chronique devrait entraîner des changements dans la signalisation qui sera activée par la 
morphine, ce qui se reflétera dans la réponse SPR obtenue, tandis qu'il ne devrait y avoir 
que peu de modifications du signal pour les agonistes de MOP n'induisant pas de tolérance. 
Quelques mécanismes ont déjà été identifiées dans l'apparition de la tolérance, tels qu'un 
changement des propriétés de couplage (Crain et Shen, 1990) et une superactivation de 
l'adénylate cyclase (Williams et al., 2001). Ces mécanismes devraient d'ailleurs affecter 
d'une quelconque façon les paramètres de la réponse SPR, tels que la pente, l'amplitude, la 
cinétique et l'atteinte de l'équilibre. De plus, grâce à la sensibilité de l'approche SPR, il est 
permis de croire que celle-ci pourrait permettre d'identifier des mécanismes cellulaires qui 
étaient jusqu'alors inconnus. Les travaux sur l'identification précise des voies de 
signalisation participant aux réponses SPR générées par les agonistes pourront d'ailleurs 
servir de base, puisqu'il pourrait être possible de prédire l'implication d'une voie de 
signalisation particulière à la simple observation des tracés. Une modulation 
pharmacologique, en combinaison avec des essais biochimiques conventionnels, permettra 
ensuite de confirmer ou d'infirmer l'implication des voies de signalisation en question.  
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